EN MIKROKALORIMETRISK UNDERSØGELSE AF SOLUTTERS EFFEKT PÅ DEN TERMISK INDUCEREDE, IRREVERSIBLE DENATURERING AF BACILLUS HALMAPALUS α-AMYLASE by Lund, Henrik
EN MIKROKALORIMETRISK UNDERSØGELSE AF SOLUTTERS 
EFFEKT PÅ DEN TERMISK INDUCEREDE, IRREVERSIBLE 
DENATURERING AF BACILLUS HALMAPALUS α-AMYLASE  
 
 
 
Udarbejdet af: 
HENRIK LUND 
 
 
 
Vejleder:  
PETER WESTH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ROSKILDE UNIVERSITETSCENTER EFTERÅR 2004 INSTITUT FOR BIOLOGI OG KEMI  
 1
 
 
Forord 
 
Dette projekt er skrevet på baggrund af et semesters eksperimentelt og litterært studie i kemi. Projektet er blevet 
udarbejdet på Institut for Biologi og Kemi ved Roskilde Universitetscenter i efteråret 2004. 
Tak til professor Peter Westh for kyndig og brugbar vejledning samt konstruktiv kritik under projektforløbet. Tak til 
Anders Dybdal Nielsen, der udviklede den metode, der er brugt i dette studie, og som med sin ekspertise indenfor 
brugen af ITC var- og stadig er- en stor støtte og kilde til inspiration. Til sidst men ikke mindst skal der gå en stor tak 
til laborant Bodil Nielsen, der trådte til og bidrog med en hjælpende hånd da behovet var der. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2
 
Resumé 
 
I dette studie er den termisk inducerede irreversible denaturering af rekombinant Bacillus halmapalus α-amylase (BHA) 
under tilstedeværelsen af varierende koncentrationer af sorbitol, glycerol, betain, (NH4)2SO4, NaSCN og urea 
undersøgt. Solutterne er valgt efter deres evne til enten at stabilisere ved preferentiel eksklusion, eller destabilisere 
ved preferentiel binding, den native konformation af proteiner.  
 
α-amylaser (α-1,4 glucan-4-glucanhydrolase) indgår i en lang række industrielle processer, hvor dets evne til at 
katalysere hydrolyseringen af interne α-1,4 glucosid bindinger i stivelse benyttes. Apoproteinet har en midtpunkt 
transitions temperatur (Tm) på 48 oC, men denne stiger til 84 oC ved specifik binding af calcium til dets tre 
calciumbindingssites. Denne høje termostabilitet, udnyttes ved bearbejdningsprocesser, som ofte finder sted under 
ekstreme forhold. For at kunne drage mest nytte af proteinet, er det af stor interesse at finde måder, hvorpå amylase 
kan stabiliseres således, at det kan fungere i længere tid under ufavorable forhold.  
 
Langt størstedelen af de proteindenatureringsforsøg, der tidligere er foretaget, er foregået hvor en ligevægt er 
indtruffet. I dette studie har målet være at undersøge, hvordan amylase denaturerer ved forhold der ligger langt fra 
ligevægt, samt hvorledes en række forskellige solutter påvirker denne irreversible denatureringsproces. Et område der 
indtil nu kun er blevet beskrevet i et meget begrænset omfang, men som er af stor interesse blandt andet indenfor 
bioteknologien. 
 
Denatureringen blev undersøgt ved hjælp af Isoterm Titrerings Kalorimetri (ITC) med en metode, der er udviklet på 
baggrund af førsteordens kinetik, til at få en samtidig bestemmelse af kinetiske parametre samt ændringen i 
enthalpien for den irreversible denaturering af delvis calciumfrit BHA. Uden excipienter er halveringstiden for den 
irreversible denaturering af delvis calciumfrit BHA ved 60 oC bestemt til 4,0 min i 20 mM HEPES, pH 8,0. Udfra 
halveringstiderne på 10,1 8,0 4,3 2,9 og 2,3 min. ved tilstedeværelsen af henholdsvis 1,5 M sorbitol, glycerol, betain, 
urea eller NaSCN, ses det at sorbitol er den mest stabiliserende solut. Det var ikke muligt at bestemme effektiviteten 
af (NH4)2SO4 i koncentrationsområdet 0,5-1,5 M, da proteinet øjeblikkelig udfældede ved (NH4)2SO4 
koncentrationer over 0,1 M. Derfor er halveringstiderne på henholdsvis 3,0 og 2,5 min. fundet ved en koncentration 
på 0,05 og 0,1 M, hvilket, tages den lave koncentration i betragtning, betyder at (NH4)2SO4 er den mest 
destabiliserende af de undersøgte osmolytter. Derimod er det vist, at tilstedeværelsen af 0,5 M NaSCN udviser 
samme stabiliserende effekt, som 0,5 M glycerol, men ved højere koncentrationer virker destabiliserende i en grad 
der overgår urea. Resultaterne for (NH4)2SO4 og NaSCN viser, at veletablerede mekanismer for reversibel protein 
denaturering ikke alene kan gøre rede for den irreversible denaturering af BHA, og belyser samtidigt, hvorledes 
proteinaggregering er en vigtig faktor ved irreversibel protein denaturering.  
 
For alle de undersøgte osmolytter var der en lineær sammenhæng mellem BHA denatureringshastigheden og 
koncentrationen, hvor R > 0,99 i alle tilfælde. Denne sammenhæng viser, at NaSCN er stabiliserende ved lave 
koncentrationer og ved den rette koncentration, muligvis kan overgå sorbitol i stabiliseringen af BHA. 
For at understøtte ITC resultaterne er der ved enkelte osmolyt koncentrationer foretaget målinger af BHA’s Tm ved 
hjælp af differential scannings kalorimetri (DSC). Målingerne afspejler den samme rækkefølge, hvormed solutterne 
stabiliserer den irreversible denaturering af BHA. Det er vist at 1,5 M sorbitol hæver Tm for calciumbundet BHA 
med ca. 5 oC, og at der er en lineær sammenhæng mellem Tm og solutkoncentrationen. Denne lineære sammenhæng 
skyldes denatureringsprocessens irrerversibilitet.  
 
Det er vist, at det er muligt ved hjælp af ITC, at kvantificere den irreversible denaturering af BHA langt fra ligevægt 
ved tilstedeværelsen af forskellige solutter. Hermed bidrages der med viden til et område, der hidtil kun er undersøgt 
i meget begrænset omfang, men som samtidig spiller en meget vigtig rolle i bioteknologi industrien, hvor 
proteinstabilitet er af afgørende betydning. 
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Abstract 
 
In the present study the thermically induced irreversible denaturation of recombinant Bacillus halmapalus α-amylase 
(BHA), under the presence of various concentrations of sorbitol, glycerol, betaine, (NH4)2SO4, NaSCN og urea, has 
been examined. The solutes have been selected according to their ability to either stabilize, by preferential exclusion 
or destabilize, by preferential binding, the native conformation of proteins. 
 
α-amylases (α-1,4 glucan-4-glucanohydrolase) are widely used in diverse industrial processes where its ability to 
catalyze the hydrolyzation of internal α-1,4 glucosidic bonds in starch is used. The apoprotein has a midpoint 
transition temperature (Tm) of 48 oC, but this increases to 84 oC by specific binding of calcium ions to its three 
calcium binding sites. It is this high thermo stability that is beneficial in the industrial processes since these often take 
place under extreme conditions. In order to gain the most of the protein, it is of great interest to find ways in which 
amylase can be stabilized so that it can function in a prolonged period of time, under temperatures that are above its 
normal Tm. 
 
 Thus far; the majority of experiments concerning protein denaturation have been performed under equilibrium 
conditions. In the present study the goal was to elucidate how amylase denaturizes under conditions far from 
equilibrium and how different solutes affects this irreversible denaturation process. This area has, until now, only 
been described on a very limited scale, although it is of great interest, for instance in the biotech industry. 
 
The denaturation was studied by Isothermal Titration Calorimetri (ITC), by a procedure that, based on first order 
kinetics, allows simultaneous determination of kinetic parameters and enthalpy changes associated with the 
irreversible denaturation of calcium depleted BHA. Without added excipients the halftime for the irreversible 
denaturation of calcium depleted BHA at 60 oC, was found to be 4,0 min. in 20 mM HEPES, pH 8,0. It is shown 
from the halftimes of 10,1 8,0 4,3 2,9 og 2,3 min. in the presence of respectively, 1,5 M sorbitol, glycerol, betain, urea 
or NaSCN, that sorbitol is found to be the most stabilizing solute. It was not possible to measure the effectiveness 
of (NH4)2SO4 in the predetermined concentration range from 0,5 M to 1,5 M since the protein immediately 
precipitated when added to solutions containing more than 0,1 M (NH4)2SO4. Therefore the halftimes of 3,0 and 2,5 
min. respectively, was found at concentrations of 0,1 and 0,05 M, which means that (NH4)2SO4, considering the 
already low concentration, has the most destabilizing effect of the studied solutes. On the other hand it was found, 
that the presence of 0,5 M NaSCN exhibits the same degree of stabilization than the one observed in the presence of 
0,5 M of glycerol, although at higher concentrations, this solute become destabilizing in a degree that surpass urea. 
The findings of (NH4)2SO4 and NaSCN shows, that already well established mechanisms explaining the reversible 
denaturation of proteins, alone cannot account for the irreversible denaturation of BHA, while at the same time, they 
shed light upon how protein aggregation is an important factor concerning irreversible protein denaturation. 
 
All of the studied solutes showed a linear correlation between the denaturation time and the concentration, with R > 
0,99 in all cases. This correlation shows how NaSCN has a stabilizing effect at low concentration and at the right 
concentration has the potential to surpass even sorbitol in stabilizing the irreversible denaturation of BHA.     
To support the results from gained from ITC, BHA Tm in the presence of some of the studied solute 
concentrations has been measured by differential Scanning Calorimetri (DSC). The measurements reflect the same 
order in which the studied solutes affect the irreversible denaturation of BHA. It is shown, that 1,5 M sorbitol raise 
the apparent Tm for calcium bound BHA by 5 oC and that a linear correlation exist between the Tm and the solute 
concentration. This linear correlation is a result of the irreversibility of the process. 
 
It has been shown, that by the aid of (ITC) it is possible to quantize the irreversible denaturation of BHA in the 
presence of various solutes, under conditions far from equilibrium. Thus, knowledge is contributed to an area that 
until now has been studied only in a very limited scale, although it plays a key role in the biotech industry, where 
protein stability is paramount. 
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1. INDLEDNING 
 
Formålet med dette projekt er at undersøge en række forskellige stoffers stabiliserende eller destabiliserende effekt på 
den temperaturafhængige irreversible denaturering af rekombinant Bacillus halmapalus α-amylase (BHA). Derudover er 
det undersøgt, hvorvidt det er muligt at beskrive denne proces ud fra en simplificeret reaktion bestående af en 
reversibel samt en irreversibel del. 
 
α-amylaser (α-1,4 glucan-4-glucanhydrolase) er amylolytiske enzymer, der katalyserer hydrolyseringen af interne α-1,4 
glucosid bindinger i stivelse. Denne egenskab gør, at α-amylase bruges i en lang række produkter og industrielle 
processer såsom detergenter, omdannelse af stivelse til ”glucosesirup”, saccharificering, brødforbedring, behandling 
af juice og lav-kalorie øl, textilbehandling og papir produktion [Kirk et al., 2002]. Disse processer foregår under vidt 
forskellige fysiske og kemiske forhold i form af co-soluter, pH ekstremer samt temperaturer, der kan komme over 
100 oC, og er derfor ofte ugunstige for amylases stabilitet og aktivitet. Eksempelvis foregår omdannelsen af stivelse 
til glucosesirup under de førnævnte betingelser ved pH ~ 6, og det kræves at enzymet er aktivt og stabilt i mellem én 
og to timer. Produktionen kan yderligere forbedres ved at sænke pH ned til ca. 4,5 for at mindske produktionen af 
unødvendige biprodukter [Bissgaard et al., 1999]. Det er derfor af stor interesse at opnå et indgående kendskab til 
metoder og applikationer, hvorved man kan stabilisere enzymet, således at et maksimalt udbytte opnås. Ydermere er 
det af økonomisk interesse at finde måder, hvorpå opbevaringen af proteiner kan forbedres (formulering), således at 
proteinets aktivitet bibeholdes over længere tid. 
 
Det er idag almindelig kendt at α-amylaser er stærkt afhængige af calciumioner for at opretholde deres strukturelle 
stabilitet og aktivitet [Vallee et al., 1959; Machius et al., 1995; Suvd et al., 2001; Kirk et al., 2002; Declerck et al., 
2002]. Studier af BHA har vist, at proteinet har en midtpunkt transitions temperatur (Tm) på 83 oC ved 
tilstedeværelsen af et overskud calcium. Fjernes størstedelen af calciumionerne med en en stærk calcium chelator 
som EDTA falder Tm til 48 oC [Nielsen et al., 2003 A+B]. Allerede ved lavere temperaturer har en fjernelse af 
calcium fra amylase en betydelig konsekvens for enzymaktiviteten. Tidlige forsøg i 1959 viste, hvorledes tilførsel af et 
overskud af EDTA, til Bacillus Subtilis amylase ved 25 oC medførte en nedgang i aktiviteten på 40 % i løbet af to 
timer. Ved derefter at tilsætte et overskud af calcium skete der en komplet reaktivering af amylasen efter to timer 
[Vallee et al., 1959]. En lignende nedgang i aktiviteten sås efter blot 40 min., når EDTA blev tilsat ved 37 oC, og en 
komplet reaktivering var ikke mulig ved igen at tilsætte calcium. Sidenhen har flere studier eftervist calciums 
betydning for α-amylaser termostabilitet og strukturelle integritet [Machius et al., 1995; Suvd et al., 2001; Kirk et al., 
2002; Declerck et al., 2002, Nielsen et al., 2003 A, B og C]. Calcium har ligeledes vist at spille en rolle i den 
aggregeringsproces der følger efter en denaturering af α-amylase. Studier har vist, hvorledes selv små mængder af 
calciumioner i en BHA opløsning har en stor effekt på BHA’s tendens til at aggregere [Khajed et al., 2001; Nielsen et 
al., 2003 C]. Af dette blev det udledt, at calcium indgår i specifikke interaktioner mellem BHA molekylerne, og 
danner derved en ”bro” mellem de denaturerede og de partielt denaturerede BHA molekyler [Nielsen et al., 2003 C].  
 
Langt størstedelen af de studier der er foretaget med henblik i at belyse proteiners, heriblandt α-amylasers 
thermostabilitet, er foretaget ved reversible denaturingsprocesser, hvor en ligevægt mellem det nativt foldede og det 
udfoldede protein opretholdes gennem målingen (N ↔ D). I dette studie undersøges den irreversible denaturing af 
amylase under forhold, der ligger langt fra ligevægt. Denne proces er interessant, dels fordi den ikke er undersøgt i 
samme grad som den reversible, dels fordi der ved industrielt brug af amylase sker en irreversibel inaktivering af 
proteinet. Et andet aspekt er, om det er muligt at overføre viden fra reversible protein denatureringsforsøg, til 
irreversible denatureringsforsøg med amylase, der foregår langt fra ligevægt. Ved at inddrage en række forskellige 
solutter og bestemme deres effekt på processen bidrages til den, på nuværende tidspunkt, meget begrænsede viden 
om excipienters effekt på den irreversible denaturering af proteiner.  
 
Klibanov og Tomazic har ud fra termoinaktiveringsforsøg foreslået, at amylase undergår en irreversibel inaktivering 
via en monomolekylær konformationsproces, hvor der dannes strukturer, der ikke er foldet korrekt, og som 
efterfølgende kan aggregere [Tomazic og Klibanov, 1988 A+B].  
 
 1
Ud fra Lumry og Euring modellen beskrives den irreversible denaturering af et protein, som en proces, der 
involverer mindst to skridt. I det første skridt sker der en reversibel udfoldning af det native protein (N) og i det 
andet skridt sker der en irreversibel overgang fra det denaturerede protein (D) til det inaktive protein (I): 
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Hvis k2 << k3 ses det at reaktionen vil gå mod højre, og størstedelen af det denaturerede protein vil således 
omdannes til inaktivt protein. Er dette tilfældet kan denatureringsprocessen simplificeres til en proces indeholdende 
kun et skridt: 
IN
k→  
 
Dette er en simpel model og indeholder, afhængigt af det undersøgte protein, en række andre processer. Eksempelvis 
har Nielsen et al., undersøgt calciums rolle i den termisk inducerede irreversible inaktivering af BHA og fundet, at 
inaktiveringsprocessen involverer overgange fra forskellige stadier af det native protein til det inaktive protein. Med 
forskellige stadier menes, at proteinet under denatureringen gradvis mister de stabiliserende calciumioner, og at der 
sker overgange fra det native protein indeholdende forskellige antal calciumioner til det inaktive protein [Nielsen et 
al., 2003 C]. 
 
I dette studie forventes det at den termisk inducerede irreversible denaturering af BHA kan beskrives ved processen: 
N ↔ D → I. Overordnet vil det dog kun være muligt at bestemme én samlet hastighedskonstant for hele processen. 
Denne er således er summen af alle de processer, der tilsammen udgør den irreversible denatureringsproces, hvor α-
amylase går fra sit nativt foldede stadie til det inaktiverede stadie (N → I). Derved forsøges det at give en fysisk samt 
kvantitativ beskrivelse af α-amylases irreversible denaturering.  
 
BHA deler stor homologi med hensyn til primær og tertiær struktur med en række af de amylaser der bruges hyppigst 
i industrien, såsom bacillus arterne amyloliquefaciens (BAA), licheniformis (BLA) og stearothermophillis (BStA) (se figur 1). 
Af disse deler BHA størst homologi med BLA [Bissgaard et al., 1999]. En sammenligning af krystalstrukturerne for 
BAA og BLA viser en stor sekvenshomologi (81 % identisk og 88 % ensartet) samt en næsten identisk komposition 
af sekundære struktur elementer og trediminisionel struktur [Machius et al., 1995]. 
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Figur 1: Krystalstruktur af BLA indeholdende mutationerne N190F, Q264S og N265Y (PDB id: 1BLI) [Machius et al., 1995] og 
BStA (PDB id: 1HVX) [Suvd et al., 2001]. Modellerne er lavet ved hjælp af Swiss PDB viewer. A, B og C viser fordelingen af α-
amylases tre domæner. De blå cirkler viser calciumbindingssite I, II og III, orange cikler er natrium. 
α-amylasers struktur indeholder alle tre karakteristiske domæner: Domæne A, som er det centrale domæne der 
indeholder en (α/β)8 tønde, domæne B, som er en lang løkke der stikker ud ved (α/β)8 tøndens tredje helix og 
domæne C der er ved C-terminal enden og indeholder et græsk nøgle motif [Machius et al., 1995; Suvd et al., 2001]. 
 
Alle kendte α-amylaser indeholder et strukturelt konserveret calciumbindingssite (CA I), der er lokaliseret i 
grænsefladen mellem domæne A og B og afhængig af arten, er der yderligere fundet et eller flere ekstra bindingssites 
[Machius et al., 1995 og 1998]. Krystalstrukturer af BStA og BLA α-amylase (se figur 1) har vist, at de indeholder 3 
calciumbindingssites, CA II er lokaliseret tæt op ad CA I i interfasen mellem domæne A og B, og CA III ligger i 
interfasen mellem domæne A og C, hvor det danner et brohovede mellem domænerne [Machius et al., 1995 og 1998; 
Suvd et al., 2001].  
 
Strukturen af BLA med bundet calcium har vist at de to calcium atomer i CA I og CA II sammen med et natrium 
atom, danner et lineært metalion netværk, der ikke før er set. Regionen omkring dette metalion netværk, der 
indbefatter 21 aminosyre sidekæder udviser en konformationel ændring, deriblandt en helix udvikling og en 
transition fra uordnet til ordnet konformation, når strukturen sammenlignes med BHA uden bundet metal [Machius 
et al., 1998]. 
 
Metoden i dette forsøg er udviklet af Nielsen et al, og tager udgangspunkt BHA’s termiske stabilitet med og uden 
bundne calciumioner. Ved at benytte Isoterm Titrerings Kalorimetri (ITC) er det muligt at bestemme de 
enthalpiændringer og kinetiske parametre, der er forbundet med den irreversible denaturering af calcium frit BHA 
[Nielsen et al., 2003 B]. Ud fra de kvantitative data er det forsøgt at udlede de forskellige molekylære mekanismer, 
der ligger bag de teoretiske protein-solut interaktioner eller manglen på samme. 
 
Der benyttes et udvalg af både stabiliserende (sorbitol, glycerol, betain og ammoniumsulfat) og destabiliserende 
solutter (urea og natrium thiocyanid) for at få eksempler på både stabiliserende og destabiliserende protein-solut 
interaktioner. En anden vigtig detalje, som skal med i overvejelserne når disse solutter skal undersøges, er deres 
effekt på proteinopløseligheden. Måden hvorpå disse solutter enten stabiliserer eller destabiliserer, medfører, at de 
stabiliserende solutter mindsker proteinopløseligheden, mens de destabiliserende solutter øger den. Således vil en 
solut, der yder en effektiv stabilisering af proteiner nødvendigvis ikke være fordelagtig, hvis den samtidig mindsker 
proteinopløseligheden i en sådan grad at det hæmmer brugen af proteinet. En kvantificering og forståelse af de valgte 
solutters effekt på den irreversible denaturering af BHA vil kunne være til nytte i fremtidige forsøg på at forbedre de 
industrielle processer, hvor irreversibel inaktivering af proteinet, er et uundgåeligt resultat af de ofte ekstreme forhold 
processerne forgår under.  
 
Formålet med dette studie er derfor at undersøge, hvorledes en række kendte solutter påvirker den irreversible 
denaturering af amylase. Fælles for de undersøgte solutter er, at deres effekt og mekanisme ved en lang række 
reversible denatureringsforsøg er klarlagt. Før dette studie er det tilgengæld meget sparsomt med forsøg, der har haft 
til formål at undersøge, hvorledes disse solutter påvirker den irreversible denaturering. Resultaterne heri kan belyse, 
hvordan tilsætning af solutter i fremtiden kan bidrage til forbedringer indenfor brugen af proteiner således, at den 
faldende enzymaktivitet over tid ved en ufavorabel temperatur mindskes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3
2. OSMOLYTTER 
 
En osmolyt er et ”hvilket som helst uorganisk eller organisk stof, hvis koncentration bliver reguleret sideløbende 
med den regulering der sker af cellevolumen, som et resultat af det osmotiske stres cellen udsættes for” [Somero & 
Yancey, 1997]. Deres primære funktion er, som definitionen antyder, at regulere det intracellulære osmotiske tryk og 
derved modvirke potientielle skadelige effekter forårsaget af en ændring i cellevolumen. Denne funktion kunne 
principielt varetages af hvilken som helst solut, inklusiv uorganiske ioner, men naturen har ”udvalgt” en forholdsvis 
lille gruppe af organiske solutter til at varetage denne funktion. En af årsagene til dette er, at en høj intracellulær salt 
koncentration under osmotisk stress vil have en skadelig effekt på de metabolske processer, samt vanskliggøre 
vedligeholdelsen af det transmembrane potentiale [Yancey et al., 1982].  
 
Størstedelen af de organiske osmolytter der findes i prokaryoter og eukaryoter kan deles op i fire klasser af 
lavmolekylvægt metabolske produkter: sukker alkoholer med tre eller flere hydroxylgrupper (polyoler), såsom 
glycerol, sorbitol, sucrose, trehalose og myo-inositol (vasculære planter, alger og fungi); frie aminosyrer og derivater, 
såsom betain, taurin, β-alanin, glycin, glutamin og glutamat (vasculære planter, mamaler, marine organismer, bakterier 
og insekter); urea (urea rige celler i mamalske lever, fisk og enkelte andre marine dyr) samt methylerede ammonium- 
og sulfoniumstoffer, såsom trimethylamin-N-oxid (TMAO), sarcosin, glycerophosphocholine og dimethylsulfonio-
propionat [Yancey et al., 1982; Somero & Yancey, 1997; Bolen, 2004]. 
 
En vigtig egenskab ved de organiske osmolytter der er osmotisk vigtige, er at de kan være til stede i cellen ved høje 
koncentrationer (flere molær), uden synderligt at påvirke proteiners aktivitet. Herved introduceres begrebet en 
”kompatibel osmolyt”, som er defineret ved, at den kan være tilstede ved høje koncentrationer, uden at forstyrre 
proteinfunktioner i cellen, eksempelvis enzymaktivitet (det vil sige at de har ingen eller kun minimal effekt på 
enzymers Km og kcat værdier) [Brown & Simpson, 1972; Yancey et al., 1982; Gilles,1997]. Et eksempel er glycerol, der 
in vivo oftes findes i koncentrationer på flere mol per liter, hvilket svarer et osmotisk tryk på ca. 50 atm [Brown and 
Simpson, 1972; Lee, 1991].  
 
Simple protein-osmolyt modeller, hvor en blanding af vand, osmolyt og protein undersøges, har vist at 
kompenserende osmolytter fortrænges fra proteinoverfladen og dets omkringliggende hydreringssphere (se figur 2) 
og at de derved beskytter globulære proteiners native konformation [Gekko & Timasheff, 1981 A+B; Arakawa og 
Timasheff, 1984; Arakawa og Timasheff, 1990 A+B; Gilles, 1997]. 
 
 δ 
Π
 
 
 
 
 
 
 
Figur 2: Illustration (overdrevet) af hvorledes osmolytter (åbne cirkler) fortrænges fra protein overfladen. Vand er afbilledet som lukkede 
cirkler. Den ulige distribution af solvent komponenter nær proteinoverfladen resulterer i en osmotisk tryk gradient (Π), som en funktion 
af den gennemsnitlige afstand fra proteinet (δ). Hældningen af Π mod δ favoriserer fjernelsen af vand fra området omkring proteinet og 
stabiliserer derved den foldede konformation (mindste overflade konformation) [efter Westh, 2004].   
 
Fordi den kompenserende solut er fortrængt fra protein overfladen, vil der i en protein opløsning forekomme 
regioner med henholdsvis høj og lav solutkoncentration (hhv. væk fra og nær proteinoverfladen). Denne situation, 
som er ufarvorabel set fra en entropi synsvinkel, kan ændres på to måder. Den ene sker ved en reduktion af 
proteinets overfladeareal, hvorved volumen hvorfra solutten bliver fortrængt mindskes. Dette kan ske ved at 
proteinet pakkes tættere. Den anden sker ved at proteinet fjernes fra den vandige fase (salting-out udfældning), der 
medfører dannelsen af aggregater. For en ikke-kompenserende solut, som tiltrækkes proteinoverfladen, gør det 
modsatte sig gældende. Tilsættelse af en ikke-kompenserende solut til en proteinopløsning vil fremme en ligevægt i 
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proteinkonformationen, henimod dets udfoldede stadie gennem forøgelsen af de energimæssigt favorable 
bindingsinteraktioner [Arakawa & Timasheff, 1982 A+B; Arakawa & Timasheff, 1983; Gilles, 1997]. Ud fra denne 
”preferentielle eksklusions” model forklares, hvorledes en kompatibel solut kan have enten en stabiliserende eller 
destabiliserende effekt (se figur 3). 
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Figur 3: Timasheff’s model der illustrerer konkurrencen mellem stabiliserende (SS) (sorbitol, glycerol, betain og SO4-) og destabiliserende 
(DS) (urea og NaSCN) solutter. A) Effekten ved tilsætning af en stabiliserende solut der fortrænges fra proteinoverfladen. Proteinet går 
fra en udfoldet til foldet konformation og vil til sidst ende med dannelse af aggregater. B) Effekten ved tilsætning af en destabiliserende 
solut der bindes til uspecifikke steder på proteinoverfladen. Ligevægten vil gå mod den udfoldede konformation, som er energimæssigt mest 
favorabel, da dette øger muligheden for exergoniske bindingsinteraktioner [modificeret efter Giles, 1997]. 
 
Fortrængningen af stabiliserende solutter fra proteinoverfladen er primært en blanding af to effekter. Disse er sterisk 
hindring samt ”hydrofilicitet”, hvilket henviser til soluttens tilbøjelighed til at interagere mere favorabelt med vand 
end med uspecifikke steder på proteinoverfladen. Den steriske hindring kan forklares udfra det steriske eksklusions 
princip (Kauzmann, 1948); Solutmolekylernes størrelse og form medfører, at der omkring et protein dannes, en zone 
der er uigennemtrængelig for solutter, hvor tykkelsen af zonen afhænger af den mindste afstand mellem protein og 
ligand molekyler. Vandmolekyler kan trænge ind i denne region, og derfor vil koncentrationen af vandmolekyler i 
dette område være større end i resten af opløsningen [Xie og Timasheff, 2003]. Det er derfor forskellen i størrelsen 
mellem henholdsvis vand og solut, der favoriserer vands adgang til proteinoverfladen overfor den noget større solut. 
Den anden effekt tager udgangspunkt i Hoffmeister mekanismen og den deraf afledede Hoffmeister serie 
(Appendiks I).   
 
Hoffmeister serien klassificerer soluter ud fra deres evne til at stabilisere (kosmotroper) eller destabilisere (kaotroper). 
Glycerol, sorbitol, betain og sulfat er eksempelvis stærke stabiliserende soluter, mens urea og thiocyanat er er 
destabiliserende soluter. Flere studier har vist, at de stabiliserende kosmotroper øger proteiner transitions temperatur 
(ved preferentiel hydrering), mens destabiliserende kaotroper sænker den (ved preferentiel binding). Serien blev 
oprindeligt bygget op omkring observationer af F. Hoffmeister i 1880, der bemærkede, at alle salte ikke har den 
samme effekt på strukturen og opløseligheden af proteiner. Senere er det vist, at den samme rækkefølge af kationer 
og anioner, der nu udgør Hoffmeister serien, generelt gælder for alle makromolekylære konformationelle ændringer 
såsom denaturering, aggregering-disaggregering (polymerisering og salting-out), funktionelle effekter på katalysen, 
samt at ionernes effekt er algebraisk additive [Yancey et al, 1982]. Eksempelvis kan I- ionens destabiliserende effekt 
på proteiner ophæves ved tilsættelse af en passende mængde af en stabiliserende ion såsom SO42- eller NH4+ [Yancey 
et al, 1982].  
 
Ud fra Hoffmeister serien gøres det ligeledes klart, at methylerede glycin derivaters evne til at ophæve saltes 
destabiliserende effekt på makromolekyler afhænger af graden, hvorved de er methyleret.  
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Den molekylære forståelse for den emperiske Hoffmeister serie er uklar. Det vides at osmolytter ”frastøder” 
grænseflader i vandige opløsninger, men ikke hvorfor. Collin og Wasabaugh har forsøgt at forklare dette ud fra 
kosmotroper og kaotropers interaktion med vand: De hydrofile kosmotroper bindes kraftigt til vand, hvilket 
resulterer i en rotationel mobilitet der er væsentlig mindre en den der observeres mellem vandmolekylerne i 
opløsningen. Kaotroper derimod binder svagere til vand, og opnår derfor en rotationel mobilitet, der er større end 
den der findes mellem vandmolekylerne. Disse egenskaber menes at påvirke interaktionerne i det andet hydreringslag 
og det er disse, der bestemmer Hoffmeister egenskaberne for en bestemt solut [Westh, 2004]. 
 
Disse observationer stemmer overens med undersøgelser, hvor vandmolekylers translationelle bevægelser ved 
tilstedeværelse af biologisk predominerende salte som KCl, sammenlignes med vandmolekylers translationelle 
bevægelser ved tilstedeværelse af kompatible organiske osmolytter. Vands viskositet ændres ikke nævneværdigt ved 
tilstedeværelsen af physiologisk realistiske KCl koncentrationer (under 1 M). Derimod ses en signifikant effekt, ved 
tilstedeværelsen af kompatible organiske osmolytter i samme koncentration, idet vandmolekylernes translationelle 
bevægelser falder med ca. 20 % [Yancey et al, 1982]. Resultatet af den mindskede mobilitet medfører, at 
overfladespændingen i opløsningen stiger, og flere studier har ved reversible denatureringsforsøg vist, at dette har en 
positiv effekt på proteiners stabilitet [Sinanoglu og Abdulnur, 1965; Back et al., 1979; Arakawa og Timasheff 1982 B; 
Xie og Timasheff, 1997; Kaushik og Bhat, 2003]. Den øgede stabilitet skyldes primært, at en øget overfladespænding 
øger det energibehov, der kræves for at opretholde solventstrukturen, når proteinets overfladeareal i opløsningen 
stiger, som resultat af denatureringen. Protein denaturering i denne opløsning vil således kræve mere energi for at 
kompensere for stigningen i overfladearealet, og derved vil det udfoldede stadie være mere ufavorabelt end det nativt 
foldede [Back et al., 1979; Arakawa og Timasheff 1982 B; Xie og Timasheff, 1997; Kaushik og Bhat, 2003]. 
 
Forsøg med TMAO forklarer, hvorledes ufavorable interaktioner mellem TMAO og peptidkæden bidrager til øget 
protein stabilitet. Wang og Bolen har udført ”transfer free energy” forsøg, hvor de har kombineret overførsels fri 
energi fra sidekæder og peptidkæden med det udsatte overfladeareal i det native og udfoldede stadie af ribonuklease 
[Wang & Bolen, 1997]. 
Forsøget viste, at det er ufavorabelt at overføre det native foldede protein fra vand til 1 M TMAO med 7,1 kJ/mol, 
men at det er betydeligt mere ufavorabelt (24,7 kJ/mol) at overføre det udfoldede protein. Det betyder, at 
konversionen fra den native til den udfoldede konformation i 1 M TMAO, er 17,6 kJ/mol mindre favorabel en den 
er i vand [Wang & Bolen, 1997]. Derved skubbes ligevægten, i sammenhold med Le Chatelier’s princip, mod den 
native konformation. I samme studie konkluderes det ligeledes, at det primært er ufavorable interaktioner mellem 
TMAO og peptidkæden, der medfører fortrængningen af TMAO fra proteinoverfladen, og ikke så meget 
interaktioner mellem TMAO og peptidkædens aminosyre sidekæder (hvilke spiller en vigtig rolle for proteinfoldning 
i vand) [Wang og Bolen, 1997; Bolen, 2001 ]. Disse resultater stemmer overens med data fra et identisk forsøg 
foretaget af Lin og Timasheff i 1994, hvor de fandt, at det er ufavorabelt at overføre henholdsvis det native foldede 
og udfoldede protein fra vand til 1 M TMAO med 5,0 kJ/mol og 21,7 kJ/mol [Lin og Timasheff, 1994].  
 
Sagt med andre ord, så medfører preferentiel ekslusion mellem en lille organisk solut og et protein samlet til 
ufavorable (solvofobiske) interaktioner mellem proteinet og osmolytten, hvilket resulterer i en stigning af proteinets 
Gibbs fri energi [Bolen og Baskakov, 2001; Bolen, 2004]. Dette kan illustreres ved den følgende termodynamiske 
cyklus:  
 ∆Gden vand
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Her repræsentere reaktion 2 og 4 overførelsen af denatureret (D) og nativt foldede protein (N) fra vand til en 
bestemt koncentration af en osmolyt. I forhold proteinets native konformation, så udsættes en betydelig større del af 
proteinet til solventet, når proteinet er i det udfoldede stadie. Derfor er det denaturerede stadie også mere 
solvofobisk, hvilket medfører en større preferentiel ekslusion imod en osmolyt end det nativt foldet stadie, hvorved 
∆GD[Os] bliver betydelig mere positiv end ∆GN[Os]. Denne termodynamiske cyklus er afhængig af at ∆GD[Os] - ∆GN[Os] 
= ∆Gden[Os]  - ∆Gden vand, og dette betyder således at denatureringen af proteinet (∆Gden[Os]) er mindre favorabelt (mere 
positiv) ved tilstedeværelsen af en osmolyt end hvis denaturingen finder sted kun i vand (∆Gden vand). Proteiner er 
derfor mere stabile ved tilstedeværelsen af en osmolyt, end de er i vand, hvilket kan forklares ved at osmolytter øger 
den Gibbs fri energi betydeligt mere for det denaturerede stadie end det nativt foldede stadie [Wang & Bolen, 1997; 
Bolen og Baskakov, 2001; Bolen, 2004]. 
 
 Hvad der forslås udfra transfer free energy studier er, at den observerede stabilisation af proteiner ved 
tilstedeværelsen af naturligt forekomne osmolytter ikke skyldes hydrofobisitet og proteinets sidekæder, men snarere 
peptidkæden. Peptidkæden er den strukturelle komponent, der spiller en afgørende rolle, og dens ufavorable 
interaktioner med solutter er basis for stabilisering af proteiner [Lin og Timasheff, 1994; Wang og Bolen, 1997; 
Foord and Leatherbarrow, 1998; Bolen og Baskakov, 2001; Kaushik og Bhat, 2003; Bolen, 2004]. 
 
Preferentielle interaktioner er et termodynamisk mål for, hvorledes solut og solvent redistribuerer sig omkring et 
protein i en opløsning. Termen ”redistribuering” bruges, idet før et protein tilsættes til en opløsning, vil solut og 
vandmolekylerne distribuere sig ud fra deres respektive molære radius. Efter tilsætning af protein til denne opløsning, 
vil solut og vandmolekylerne redistribuere i en ratio, der generelt ikke er den samme som i resten af opløsningen. 
Dette skyldes, at solut og vand har forskellige preferencer for at være i nærheden af den kemiske proteinoverflade, 
hvilket medfører en komposition af solut og vand, der afviger fra den komposition, der ses i resten af opløsningen.  
Hvis mængden af vandmolekyler er større omkring proteinoverfladen end i resten af opløsningen, defineres dette 
som en preferentiel interaktion mellem vandmolekylerne og proteinet og kaldes prefentiel hydrering. Er dette 
tilfældet så må mængden af solut molekyler nær protein overfladen være mindre end i resten af opløsningen. Det kan 
derfor siges, at en preferentiel hydrering medfører en preferentiel ekskludering af solutten [Yancey et al, 1982; Bolen 
2004].  Disse sammenhæng ses for de stabiliserende solutter, mens det modsatte gør sig gældende for de 
destabiliserende solutter. For de destabiliserende solutter er mængden af solut omkring proteinoverfladen større end 
i resten af opløsningen, hvilket skyldes solut binding, som er en favorabel preferentiel interaktion mellem solutten og 
proteinet. Dette medfører nødvendigvis at koncentrationen af vandmolekyler nær proteinoverfladen mindskes i 
forhold til resten af opløsningen. Derfor vil en favorabel preferentiel interaktion mellem solutten og proteinet 
betyde, at der ikke er nogen preferentiel hydrering af proteinet. De to preferentielle interaktioner opvejer således 
hinanden.  
 
Solutters effekt på proteinstabilitet er defineret ved balancen mellem deres preferentielle interaktion mellem de to 
stadier i protein denaturerings reaktionen. Denne balance kan kvantitativt beskrives ud fra Wyman sammenkædnings 
relationen (Wyman, 1964): 
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Hvor K er ligevægtskonstanten for denatureringsprocessen, som forudsættes at være en to-stadie ligevægtsproces, 
N↔D, hvor N og D repræsenterer henholdsvis det native og det denaturerede stadie af proteinet, subscript 1, 2 og 3 
er vand, protein og solut, mi µi og ai er molal koncentrationen, det kemiske potentiale og aktiviteten af den tilsatte 
solut (i), T er temperaturen i kelvin og P er trykket. Parameterne ( )DTmm 31,23 / µµ∂∂  og ( )  
udtrykker de preferentielle interaktioner mellem proteinet og den tilsatte solut i det denaturerede og native stadie, og 
N
Tmm 3,1,23 / µµ∂∂
v∆ er forskellen i den preferentielle interaktion mellem de to stadier. Den preferentielle interaktions parameter 
er en vigtig termodynamisk størrelse der kan måles eksempelvis ved ligevægts dialyse [Lee et al., ( ) 31,23 / µµTmm ∂∂
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1979; Yancey et al., 1982]. Ud fra den tidligere beskrivelse af preferentiel binding og preferentiel ekskludering af 
solutter kan det således forstås at en lille stigning i protein koncentrationen af en opløsning indeholdende vand og 
solut vil medføre en solut koncentration nær proteinoverfladen, der enten er større eller mindre end resten af 
opløsningen. Derved fås en positiv værdi for den preferentielle interaktions parameter, hvis der sker en binding af 
solut til proteinet og en negativ værdi hvis hvis solutten bliver preferentielt ekskluderet. Ved at bestemme størrelsen 
af den preferentielle interaktions parameter i det denaturerede og det native protein stadie, kan forskellen mellem den 
preferentielle interaktion i de to stadier udledes. 
 
 I dette studie bliver den preferentielle interaktions parameter ikke kvantificeret, men teorien bag kan bruges til at 
give et overordnet billede af hvilke interaktioner, der kan være dominerende mellem de undersøgte solutter og BHA. 
Interesant er det at bemærke, at resultaterne i nærværende irreversible forsøg viser, at ikke alle de fundne data kan 
forklares udfra tidligere undersøgelser af samme solut under reversible forhold. Et resultat der understreger 
betydningen af undersøgelser der kan beskrive, hvorledes solutter påvirker den irreversible denaturering af proteiner.  
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3. MATERIALER OG METODE 
 
Rekombinant BHA (55.000 kDa) fra Bacillus lichenformis blev venligst doneret af Novozymes A/S, Bagsværd, 
Danmark. Proteinet blev opløst i milli-Q vand ved at at justere pH til ca. 10,5 med NaOH. Derefter blev det 
rekrystalliseret ved at sænke pH langsomt til ca. 8,0 med 0,1 M eddikesyre, hvorefter opløsningen fik lov til at 
equilibrere ved 5 oC i 48 timer. Efterfølgende blev opløsningen centrifugeret i 30 min. ved 11.000 rpm, 4 oC og 
supernatanten blev smidt ud. Pellet’en blev gemt og rekrystaliseret yderligere to gange. Proteinet blev derefter brugt 
til buffer A. Koncentrationen af BHA blev bestemt spektrometrisk ved brug af BHA’s ekstinsionskoefficient på 
154.000 cm-1 M-1 ved λ= 280 nm [Nielsen et al., 2003 A]. 
 
3.1 ITC 
De kalorimetriske målinger blev udført på et MCS-ITC isotermisk titrerings kalorimeter (Microcal, Northampton, 
MA, USA). Protein og EDTA opløsningen blev afgasset 5 min. inden ibrugtagning. Referencecellen indeholdt milliQ 
vand. Cellen fyldes med proteinopløsning, og der titreres med EDTA. Forsøget starter efter et initial delay på 180 
sek. ved at der injekteres 50 µl EDTA (derved opnås en EDTA:BHA ratio på 10:1 i kalorimeter cellen) opløsning i 
løbet af 12,57 sek. Fortyndningsvarmen findes ved at lave en injektion mere når forsøget er slut. Alle ITC data blev 
analyseret ved med Origin 5.0 leveret af Microcal, Inc.. 
Alle forsøg er kørt ved 60 ºC og der er lavet mindst to kørsler for hver koncentration for at sikre 
reproducerbarheden. Resultatet af titreringsforløbet ses i figur 4 (side 11), hvor den eksperimentelle observabel er 
effekten, der er givet i µcal s-1. Effekten angiver den varme, der bliver tilført systemet for at holde ∆T mellem 
prøvecellen og referencecellen minimal og konstant.  
 
3.2 DSC 
DSC målinger blev foretaget med et Scal 1 (Scal Co., Puchino, Rusland). Alle proteinopløsninger blev før forsøgets 
start afgasset ved omrøring under vakum. I alle forsøg blev der brugt BHA opløsninger indeholdende calcium, der 
ligeledes havde været undersøgt ved ITC og buffer scans uden BHA blev trukket fra BHA scans. Alle forsøg blev 
foretaget med en scanrate på 60 ºC time-1. Midtpunkt transitionstemperaturen blev bestemt ved toppens højeste 
punkt.  
 
3.3 Opløsninger 
Stamopløsninger til celle: 
 
A: 40 µM BHA, 20 mM HEPES, 80 µM CaSO4, pH 8,0 
B: 3 M X, 20 mM HEPES, pH 8,0 
C: 20 mM HEPES, pH 8,0 
 
Stamopløsninger til sprøjte: 
 
D: 3 M X, 5,2 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 8,0 
E: 5,2 mM EDTA 20 mM HEPES, pH 8,0 
Hvor X er sorbitol, glycerol, betain, urea, natrium thiocyanid eller ammoniumsulfat. Ud fra stamopløsningerne blev 
følgende opløsninger lavet: 
 
Celle: 
1,5 M X, 20 µM BHA, 20 mM HEPES, 40 µM CaSO4, pH 8,0 
1,0 M X, 20 µM BHA, 20 mM HEPES, 40 µM CaSO4, pH 8,0 
0,5 M X, 20 µM BHA, 20 mM HEPES, 40 µM CaSO4, pH 8,0 
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Sprøjte: 
1,5 M X, 5,2 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 8,0 
1,0 M X, 5,2 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 8,0 
0,5 M X, 5,2 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 8,0 
 
Hvor X er sorbitol, glycerol, betain, urea, natrium thiocyanid eller ammoniumsulfat.  
 
3.4 EDTA induceret denaturering af BHA 
Ved tilstedeværelse af ca. 2x calcium har BHA en denatureringstemperatur (Tm) på ca. 83 oC. Tilsættes et overskud 
(8:1) af EDTA fjernes 2 ud af 3 calciumioner fra BHA (ligning 1) og dets Tm falder til ca. 48 oC [Nielsen et al., 2003 
A]. Fjernes calcium ved en temperatur, der ligger mellem Tm – calcium og Tm + calcium vil BHA begynde at denaturere 
(ligning 2). Følgende reaktioner finder sted, når der tilsættes EDTA til en BHA opløsning indeholdende calcium ved 
60 oC [Nielsen et al., 2003 B]: 
 
CaEDTA EDTA Ca ⋅=+  
 
CaEDTA BHA  EDTA Ca BHA ⋅+=+⋅  (1) 
 
IDN
kk
k
31
2
→↔    ( )IN k⎯→⎯    (2) 
 
N er delvis calciumtømt BHA i dets native konformation, og D og I er henholdsvis det reversibelt denaturerede og 
det irreversibelt inaktiverede protein og k er en første ordens rate konstant. Da k3 >> k1 og k2 kan processen 
simplificeres til reaktionen i parantes. Alle reaktioner danner eller absorberer varme. Processen hvor calcium 
overføres fra BHA til EDTA er eksotermt, mens den efterfølgende denaturering og inaktivering af BHA er 
endoterm.  Alle reaktioner kan derfor observeres som varmeflowet (∆q/∆t) i en opløsning, hvor BHA og calcium 
titreres med EDTA. Ved ITC måles: 
 
( )t
t
q
∆
∆
      (3) 
 
Det varmeflow der skabes under en første ordens irreversibel denaturerings reaktion er givet ved: 
 
( )txQk
t
q ⋅⋅=∆
∆
    (4) 
 
Her er Q den totale varme der absorberes under hele denatureringsprocessen og x(t) er den tidsafhængige fraktion af 
BHA i dets native konformation: 
 
( ) ( )[ ][ ]0P
tP=tx
     (5) 
 
hvor [P]0 er koncentrationen af BHA i dets native konformation ved forsøgets begyndelse. 
 [P(t)] er ved første ordens rate kinetik givet ved: 
 
( )[ ] [ ] tke ⋅−⋅= 0PtP     (6) 
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I den følgende ligning relateres Q til denatureringsenthalpien (∆Hden):  
 [ ] celle0den P VHQ ⋅⋅∆=     (7) 
 
hvor Vcelle er volumen af calorimetercellen. 
 
Ved at indsætte ligning (5-7) i ligning (4) fås følgende udtryk for varmeflowet: 
 
[ ] tkeVHk
t
q ⋅−⋅⋅⋅∆⋅=∆
∆
0celleden P
  (8) 
 
Ud fra ligning (8) kan k og ∆Hden bestemmes ved en ikke-lineær least square regression af ITC data.  
 
Inden regressions analysen kan udføres, er det nødvendigt at udvælge den del af de ITC data, der beskriver den 
samlede denatureringsproces. Dette gøres ved at bestemme den del af termogrammet, der beskriver fjernelsen af 
calcium fra BHA (lign. (1)) og derefter tiden, hvorved denatureringsprocessen starter (t0). Reaktionshastigheden for 
den første reaktion er tilpas stor sammenlignet med (2) til, at det ganske enkelt kan gøres ved en simpel lineær 
ekstrapolering som vist i figur 4. 
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Figur 4: ITC forløb af denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0, efter at calcium er blevet fjernet,. Calcium 
fjernes ved tilsættelse af EDTA i forholdet EDTA:BHA 10:1, hvilket ses som et stort exotermt varmeflow. Kort efter ses et skift til et 
kraftigt endothermt varmeflow, der skyldes denatureringen af ”calciumfrit” BHA. I det forstørrede billede ses starten af den endoterme 
denaturering, samt hvorledes t0 og tlag defineres. t0 er tiden hvor denatureringsprocessen starter og tlag er den tid det tager for processen at 
opnå et stabilt varmeflow. t0 defineres ved at tegne en ret linie gennem datapunterne fra før denatureringsprocessen starter og en ret linie 
gennem datapunkterne der viser starten af denatureringsprocessen.   
 
Skiftet fra bindingsreaktionen mellem EDTA og calcium (lign. (1)) til denatureringsprocessen er forbundet med en 
hurtig ændring af varmeflowet fra eksotermt til endotermt.  På grund af apparatets respons tid er det imidlertidigt 
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nødvendigt at ignorere den første del af denatureringsprocessens varmeflow. Den tid det tager at opnå et jævnt 
varmeflow defineres som tlag, og bliver ikke brugt i den senere regressionsanalyse (se figur 4). 
 
Et typisk resultat af en regressionsanalyse efter at to og tlag er defineret ses i figur 5. 
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Figur 5: Ikke lineær regressionsanalyse af BHA denatureringsthermogram ved 60 oC i 1,0 M sorbitol. Datapunkterne viser varmeflowet 
og linien igennem punkterne viser modellens (lign. (8)) bedste fit. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 12
4. RESULTATER 
4.1 ITC 
Alle denatureringsforsøg i dette studie er foretaget ved 60 oC for at mindske forsøgslængden, samt at kunne 
observere en markant og øjeblikkelig denaturering. Ved 40 oC, hvilket er under Tm for delvis calciumtømt BHA (Tm= 
43 oC), ses der ingen denaturering og ved 50 oC ses kun et mindre, langsomt denaturingsforløb [Nielsen et al., 2003 
B]. 
 
I figur 6 ses resultatet af tre ITC forsøg, hvor denatureringen af BHA ved tilstedeværelsen af varierende sorbitol 
koncentrationer er undersøgt. Det ses, at denatureringsprocessen tager længere tid, i takt med at sorbitol 
koncentrationen øges. Ydermere ses det, at det kraftige endoterme varmeflow, der opstår umiddelbart efter 
fjernelsen af calcium fra BHA aftager, når sorbitolkoncentrationen øges. Derved er det ved 1,5 M sorbitol let at 
adskille fortyndingsvarmen fra den første injektion og denatureringsprocessen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 6: ITC termogrammer der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. Efter et initial delay på 180 
sek. startes forsøget ved tilsættelse af 50 µl 5,2 mM EDTA, X M sorbitol til cellen, der indeholder 20 µM BHA, 40 µM CaSO4, X 
M sorbitol. Der er lavet to ekstra injektioner ved forsøgets slutning for at bestemme fortyndingsvarmen. A, B og C viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,5 1,0 og 1,5 M sorbitol.  
 
0 10 20 30 40 50 60 70
0
20
40
0,5 M
1,0 M
1,5 M
µJ
/s
ek
.
Tid/min.
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0
5
10
15
20
25
30
k 
* 
10
-4
 (s
-1
)
Mol sorbitol
Efter at have defineret t0 og tlag er denatureringsforløbet ved de tre forskellige sorbitol koncentrationer samlet i 
samme graf, som det ses i figur 7A. Her ses effekten af en øget sorbitolkoncentration tydeligt i form af et 
denatureringsforløb med aftagende hældninger. Ydermere ses det, at de tre kurver har et fælles punkt, hvor de 
krydser hinanden, hvilket tilsyneladende må betyde at denatureringsprocessens varmeflow ved dette krydspunkt vil 
have en kvantitativ størrelse, der er uafhængig af solut koncentrationen. I eksemplet med sorbitol ses det at de tre 
kurver krydser hinanden efter ca. 14 minutter, hvor varmeflowet ligger på ca. 18 µJ /sek. For alle de undersøgte 
osmolytter findes dette krydspunkt, men tiden, for hvornår krydspunktet opstår, og størrelsen af varmeflowet ved 
krydspunktet varierer afhængig af den undersøgte osmolyt. I appendiks II er figur 6 og 7 vist for de resterende 
undersøgte solutter. 
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Figur 7: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 – 1,5 M sorbitol. B) denatureringshastigheden k som funktion af 
sorbitol koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne. (  ) Viser hastigheden for den irreversible 
denaturering af BHA uden tilstedeværelsen af solut. 
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Hastighedskonstanten for denatureringsprocessen ved de tre forskellige koncentrationer er afbildet i figur 7B, som 
funktion af den molære koncentration. Det ses, at de ved lineær regression danner en ret linie (R2=0,99), der skærer 
y-aksen tæt ved den målte k-værdi for denatureringsprocessen af BHA uden tilstedeværelse af solut. For alle de 
undersøgte solutter har det vist sig at gælde, at en afbilding af hastighedskonstanten som funktion af den molære 
koncentration danner en ret linie med en R2-værdi på 0,99 eller større. Afbildes denatureringshastighederne for 
sorbitol, glycerol og betain i samme graf (se figur 8A) ses det, at de alle skærer y-aksen tæt ved den målte værdi for 
hastigheden af den solut frie denaturering. Laves samme graf for urea, NaSCN og (NH4)2SO4 (se figur 8B), ses den 
samme korrelation for urea og ammoniumsulfat, mens der for thiocyanid ikke synes at være lineær korrelation 
mellem hastigheden af den solut frie denaturering og det lineære plot.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 8: A og B) Denatureringshastigheden k som funktion af osmolyt koncentrationen. (  ) Viser hastigheden for den irreversible 
denaturering af BHA uden tilstedeværelsen af solut. 
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
5
10
15
20
25
30
35
40  Betaine
 Glycerol
 Sorbitol
k 
* 
10
-4
 (s
-1
)
Konc. (Mol)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
10
20
30
40
50
60
 Urea
 Thiocyanid
 SO4
2-
k 
* 
10
-4
 (s
-1
)
Konc. (Mol)
 
Der blev ved de enkelte forsøgs afslutning foretaget en visuel inspektion af opløsningen indeholdende denatureret 
BHA for at estimere graden af aggregering. Optimalt kan dette gøres ved at måle stigningen i den optiske densitet i et 
spektrofotometer.  
 
For osmolytterne; sorbitol, betain, glycerol og urea var det muligt at observere et skift fra en klar til en mere uklar 
mælkehvid væske ved henholdsvis forsøgets start og slutning. For (NH4)2SO4 og NaSCN skete der en markant 
udfældning, hvilket resulterede i store synlige aggregater, som også kunne ses undervejs i forsøget i form af en mere 
ustabil denatureringsproces. For sulfat var det i det hele taget svært at få en ”stabil” opløsning inden forsøgets start, 
idet BHA øjeblikkeligt begyndte at aggregere og bundfælde ved tilsætning af sulfat. Det var derfor nødvendigt at 
nedjustere koncentrationen af sulfat for overhovedet at få en målbar denaturerings proces. Ved koncentrationer 
højere end 0,1 og 0,05 M (NH4)2SO4 var ITC forsøg ikke mulige. Ved koncentrationer på 0,2 og 0,3 M (NH4)2SO4 
kunne der ikke visuelt ses en aggregering, men under den indledende kalibrering af ITC apparatet før forsøgets start, 
var det ikke muligt at få en stabil basislinie.  
 
I tabel 1 ses de termodynamiske data for denatureringsforsøgene med hver osmolyt i varierende koncentrationer. For 
at tjekke modellens gyldighed er ∆H blevet bestemt både ved ikke lineær regression ved brug af lign. (8), og ved 
integration af de rå ITC data. Der var en god overenstemmelse mellem de to metoder (data ikke vist), hvilke 
stemmer overens med tidligere ITC forsøg [Nielsen et al., 2003 B]. Der er ved enkelte solut koncentrationer lavet tre 
eller flere identiske forsøg med det formål at bestemme standard afvigelsen. For k og ∆H er denne i alle tilfælde 
fundet til at være max ± 2·10-5 (s-1) og ± max 23 (kJ/mol) (data ikke vist). 
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Osmolyt Konc. (Mol) k (s-1) ∆H (kJ/mol) (fittet) t1/2(min) 
Reference 0 28,9·10-4 1223 4,0 
Sorbitol 0,5 22,5·10-4 1263 5,1 
 1 16,5·10-4 1248 7,0 
 1,5 11,4·10-4 1271 10,1 
Betain 0,5 29,6·10-4 1256 3,9 
 1 27,2·10-4 1256 4,2 
 1,5 26,6·10-4 1176 4,3 
Glycerol 0,5 24,7·10-4 1257 4,7 
 1 17,6·10-4 1357 5,9 
 1,5 14,5·10-4 1443 8,0 
(NH4)2SO4 0,05 38,1·10-4 1082 3,0 
 0,1 46,9·10-4 939 2,5 
Urea 0,5 30,8·10-4 1299 3,8 
 1 35,7·10-4 1209 3,2 
 1,5 39,4·10-4 1275 2,9 
NaSCN 0,5 24,4·10-4 1118 4,7 
 1 37,0·10-4 1035 3,1 
 1,5 51,1·10-4 1021,2 2,3 
 
Tabel 1: Hastighedskonstanter, denatureringsenthalpier og halveringstider for den termisk inducerede denaturerering af BHA ved 60 oC 
under tilstedeværelsen af varierende osmolyt koncentrationer i 20 mM HEPES, pH 8,0.  
 
Det ses af tabel 1, at tilstedeværelsen af enkelte osmolytter har en tendens til enten at øge (glycerol) eller mindske 
(NaSCN og (NH4)2SO4) denatureringsenthalpien, mens andre osmolytter ikke synes at have nogen mærkbar effekt 
(sorbitol, betain og urea). Nielsen et al har tidligere bestemt denatureringsenthalpien og halveringshastigheden for 
BHA under lignende forhold, men uden tilstedeværelsen af solutter og her blev disse bestemt til henholdsvis 1692 ± 
20 kJ/mol (fittet) og 4,2 min [Nielsen et al., 2003 B]. Som det ses, er der god overenstemmelse mellem t½ i begge 
forsøg, mens der er en forskel på ca. 400 kJ/mol ved denatureringsenthalpien. Årsagen til denne forskel i enthalpien 
kan skyldes omstændigheder under protein rekrystaliseringen, der kan have medført at en del af proteinet allerede 
inden forsøgets start er denatureret. Dog vil der ikke blive fokuseret mere på denne afvigelse, idet den interesante 
parameter i dette studie er hastighedskonstanten, som er uafhængig af denatureringsenthalpien, jvf. ligning (8). 
 
I tabel 1 ses effekten af de enkelte osmolytter på halveringstiden for denatureringsprocessen, hvor der som forventet 
for de stabiliserende osmolytter; sorbitol, glycerol og betain ses en stigning, mens der for de destabiliserende solutter 
urea og NaSCN ses et fald. For (NH4)2SO4, som hører ind under gruppen af stabiliserende solutter, er det derimod 
overraskende, at halveringstiden falder betydeligt ved en fordobling af koncentrationen, som i forvejen er væsentligt 
mindre end den, der er brugt ved de andre forsøg. Ud fra de givne ITC resultater i tabel 1 og figur 8B synes 
(NH4)2SO4  snarere at tilhøre gruppen af destabiliserende solutter.  
 
4.2 DSC 
For at undersøge hvorledes BHAs smeltepunkt ændres ved tilstedeværelsen af en solut, er der udført en række DSC 
scan ved enkelte solut koncentrationer i 20 mM HEPES, pH 8,0. Det forventes, at Tm ved tilsættelse af en 
destabiliserende solut vil sænkes i takt med at koncentrationen af denne øges, mens det modsatte vil gøre sig 
gældende for en stabiliserende solut. I figur 9B, ses hvorledes Tm mindskes når koncentrationen af NaSCN øges. 
DSC termogrammer med 1,5 M sorbitol eller 1,5 M glycerol viser, at Tm øges til ca. 99 oC og 98 oC, mens Tm for 
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1,5 M betain øges til ca. 92 oC (data ikke vist). Graden af stabilisering synes derved at følge samme rækkefølge, som 
der er fundet ved ITC i form af halveringstider for denatureringsprocessen. 
  
For at undersøge om BHA denatureringsprocessen er irreversibel blev der foretaget et DSC scan, hvor cellen 
indholdt BHA med calcium, men uden solut i 20 mM HEPES, pH 8,0. Efterfølgende blev der foretaget rescan efter, 
at prøven var kølet ned igen. Som det ses af figur 9A, så er størstedelen af proteinet denatuereret ved det andet scan. 
I stedet for en stor top ved 94 oC ses der to mindre toppe ved henholdsvis 94 og 42 oC. Nielsen et al., har i lignende 
forsøg i 20 mM HEPES, pH 8,0 målt Tm for BHA med (-EDTA) eller uden (+EDTA) calcium til henholdsvis 48 
og 83 oC og ved en scanrate på 10 oC time-1. Det bemærkes dog, at ved, at øge scanraten til 90 oC time-1 steg Tm med 
ca. 10 oC [Nielsen et al., 2003 B], og derfor må der siges at være rimelig overenstemmelse mellem de fundne Tm-
værdier. Denne afhængighed af scanraten skyldes processens irrerversibilitet [Nielsen et al., 2003 B]. 
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Figur 9: A) DSC termogram af 20 µM BHA med calcium i 20 mM HEPES, pH 8,0. Den stiplede linie viser denatureringen af 
BHA og den fulde linie er et ekstra scan kørt med samme prøve kørt igen. B) Tm for BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 1,0 og 1,5 M 
NaSCN. Scanrate er 60 oC time-1.  
 
Disse termogrammer viser, at en stor del af BHA undergår en irreversibel denaturering, når temperaturen kommer 
over dets Tm, men at en lille fraktion tilsyneladende formår at folde tilbage og binde calcium, når temperaturen kort 
efter sænkes igen, hvilket ses ved den lille top med maksimum ved 94 oC. Toppen ved 42 oC kan tyde på, at der 
findes en lille mængde delvis udfoldet BHA uden calcium, som denatureres ved det andet scan. Det foreslås at det er 
delvis udfoldet eller på anden måde ustabilt, idet Tm ligger lavere end den der normalt observeres for BHA uden 
calcium, når tidligere resultater tages i betragtning. 
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5. DISKUSSION 
 
I dette studie er en række stabiliserende og destabiliserende osmolytters effekt på den irreversible denaturering af 
BHA ved 60 oC undersøgt ved ITC og supplerende DSC forsøg. Det har for alle de undersøgte solutter været muligt 
at måle den samlede denatureringshastighed og enthalpi for den termisk inducerede irreversible denaturering af BHA 
udfra en model lavet af Nielsen et al, indeholdende en førsteordens rate konstant.  
 
Ud fra de præsenterede værdier for denatureringshastigheder og enthalpier i tabel 1 ses det, at solutterne påvirker den 
irreversible denaturering i forskellige grader ved enten at hæmme eller fremme den, hvilket var forventet ved 
forsøgets start. Med disse forsøg er det imidlertidigt blevet muligt, at kvantificere graden af deres henholdsvis 
stabiliserende og destabiliserende effekt. Ud fra termogrammerne i figur 7 og appendiks II er det muligt rent visuelt 
at se, hvorledes de enkelte solutter enten sænker eller øger hastigheden for denatureringsprocessen. For sorbitol og 
glycerol ses det eksempelvis tydeligt, at toppen, der skyldes fortyndingsvarmen, bliver lettere at adskille fra det 
endoterme varmeflow, der skyldes denatureringen af BHA, i takt med at solut koncentrationen stiger. Derved ses 
det, hvorledes tilstedeværelsen af disse solutter hæmmer den EDTA inducerede irreversible denatureringsproces, der 
opstår ved tilsætningen af EDTA og den deraf afledte fjernelse af calciumioner. Proteinet vil uundgåeligt denaturere, 
men det tager længere tid. Omvendt ses det for de destabiliserende solutter, at de fremmer den den EDTA 
inducerede irreversible denatureringsproces, således at en større mængde protein begynder at denaturere 
øjeblikkeligt. Dette giver sig til udtryk ved en kraftigere endoterm top i begyndelsen af denatureringsforløbet (se figur 
10). 
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Figur 10: Sammenligning af den irreversible denaturering af BHA ved 60 oC under tilstedeværelsen af enten 1,5 M sorbitol eller 1,5 M 
thiocyanid. Der er zoomet ind, således at det kun er starten af denatureringsprocessen der ses. 
 
5.1 (NH4)2SO4  
Det har længe været kendt at proteiners konformationelle stabilitet, samt opløselighed i en vandig opløsning kan 
påvirkes af salte. Hvordan salte kan påvirke proteinet afhænger i høj grad af de ion specier, der er tilstede. 
Eksempelvis er NaSCN kendt for sin evne til at mindske makromolekylers konformationelle stabilitet og øge 
opløseligheden, mens (NH4)2SO4, mindsker opløseligheden og længe har været brugt som udfældningsreagens eller til 
at krystalisere proteiner i deres native konformation [Arakawa og Timasheff, 1982; Arakawa og Timasheff, 1984 ]. 
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Det er således interesant at solutter der stabiliserer, mindsker opløseligheden, mens solutter der destabiliserer, øger 
opløseligheden. 
 
SO42- er en preferentielt eksluderet (salting-out) stabilisator. De hyppigst undersøgte sulfat salte er Na2SO4 og 
MgSO4, som en række studier har vist er mere effektive som precipitant end (NH4)2SO4, der er undersøgt i dette 
projekt. Således var det forventet, at der ville ses en stabiliserende effekt, men at den givet ville ligge lavere end dem 
der er fundet for Na2SO4 og MgSO4.  
 
Det har imidlertidigt ikke været muligt i dette studie, at påvise (NH4)2SO4 ’s stabiliserende effekt, hvilket ses ud fra de 
opnåede ITC data. Faktisk virker (NH4)2SO4 destabiliserende, hvis man skal bedømme effekten udfra disse resultater. 
Hastigheden for den irreversible denaturering af BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,05 og 0,1 M (NH4)2SO4 
overgår langt den der måles for de kendte destabiliserende osmolytter; urea og thiocyanid, der ligeledes er undersøgt i 
dette studie. Beregnes den teoretiske denatureringshastighed, k, ud fra ligningen gennem punkterne i figur 8B fås k til 
at være 117·10-4, 205·10-4 og 293·10-4 S-1 ved tilstedeværelsen af en (NH4)2SO4 koncentration på henholdsvis 0,5; 1,0 
og 1,5 M. Da der kun er brugt to koncentrationer til at bestemme den rette linie gennem punkterne, er der dog en 
stor usikkerhed forbundet, men de taler for, at linien ved x=0 rammer tæt ved den k-værdi der observeres for den 
irreversible denaturering af BHA uden tilstedeværelsen af osmolyt. Andre studier har dog bevist og kvantificeret 
SO42- ionens stabiliserende effekt, men her skal det nævnes, at den har været på formen Na2SO4 eller MgSO4 og at 
der har været tale om reversible denatureringsforsøg. Her blev de preferentielle interaktioner mellem solvent 
komponenterne og protein målt udfra partielt specifikke volumer af protein ved hjælp af et densiometer. [Arakawa 
og Timasheff, 1982; Arakawa og Timasheff, 1984; Arakawa et al., 1990 A+B]. Her blev det verificeret at den 
preferentielle interaktions parameter, , for Na( ) 31,23 / µµTmm ∂∂ 2SO4 og MgSO4 er en negativ størrelse, hvilket 
påviser en mindre salt koncentration i området omkring proteinet (preferentiel hydrering). 
 
Udfra disse undersøgelser blev det konkluderet, at den preferentielle interaktion mellem (NH4)2SO4 og et protein 
bestemmes udfra en fin balance mellem to faktorer. Den ene er salt binding, hvilket skyldes NH4+ ionens affinitet 
overfor peptidbindinger og anioniske sites, og den anden er salt eskludering, der forårsages af saltes evne til at 
tiltrække vand og kan ses som en stigning i overflaldespændingen [Arakawa og Timasheff, 1982; Arakawa og 
Timasheff, 1984; Arakawa et al., 1990 A+B]. Ændringen af den preferentielle interaktion under en 
denatureringsproces, v∆ , må derfor være en sum af ændringen i balancen mellem salt ekskludering og saltbinding i 
henholdsvis proteinets native og denaturede stadie. Eksempelvis vil en ikke-specifik salt ekskluderings effekt, såsom 
en øget overfladespænding af vand ved tilsætning af (NH4)2SO4, og som udelukkende afhænger af protein-solvent 
interfasen, nødvendigvis stige under protein denaturering. Dette skyldes det faktum, at det udfoldede protein 
præsenterer et større overfladeareal for solventet end det nativt foldede protein. Ligeledes vil bindingen af NH4+ 
ioner også stige under denatureringen, grundet stigningen af solvent eksponerede peptidbindinger og et stort fald i 
ladningsdensiteten i det udfoldede protein, hvilket mindsker den elektrostatiske frastødelse mellem kationer samt 
proteinets generelle net positive ladning. Når ( )NTmm 3,1,23 / µµ∂∂  for (NH4)2SO4 skal bestemmes er den dominante 
faktor SO42- ionernes stærke eksluderings karakter. Derfor bestemmes effekten af (NH4)2SO4 på protein stabilitet 
primært af ændringen i overfladearealet under denatureringen, og det forventes, at forholdet ( )  < 
< 0 holder, uafhængigt af solvent pH og saltkoncentration [Arakawa og Timasheff, 1982; 
Arakawa og Timasheff, 1984; Arakawa et al., 1990 A].  
D
Tmm 31,23 / µµ∂∂
( )NTmm 3,1,23 / µµ∂∂
 
Problemet med at efterbevise (NH4)2SO4’s stabiliserende effekt på den irreversible denaturering af BHA ligger 
sandsynligvis i den kraftige aggregering, der begynder, når det tilsættes en vandig opløsning indeholdende BHA.  
Det er interesant at bemærke, at Tomazic og Klibanov tidligere har fastslået, at aggregering ikke er årsagen til 
amylase’s irreversible termoinaktivering, men blot en efterfølgende proces. For at undersøge om selve aggregeringen 
spillede en rolle i den irreversible inaktivering af Bacillus amyloliquefaciens α-amylase, succinnylerede de amylasens 
aminogrupper således at det nu mere negativt ladede protein, pågrund af øget ladningsfrastødelse, ville modvirke 
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aggregering. De fandt, at succinyleringen forhindrede proteinet i at aggregere, men at inaktiveringsprocessen fulgte 
nøjagtig det samme tidsforløb, som det usuccinylerede protein [Tomazic og Klibanov, 1988A+B].  
Omvendt har en række nyere studier påvist, at aggregering spiller en betydelig rolle under irreversibel 
proteindenaturering [Khajed et al., 2001; Faria et al., 2003] og spørgsmålet om hvorvidt aggregering er en vigtig 
faktor, er således stadig åbent. 
 
I tilfældet med (NH4)2SO4, forslås det, at dets evne til at udfælde proteinet, er den dominerende faktor, når effekten 
på den irreversible denaturering skal bedømmes. Derved tilsidesættes de mekanismer, der ellers er fundet ved 
reversible forsøg foretaget ved ligevægt. Årsagen til denne ”salting out” effekt skyldes en målbar positiv ændring i 
proteinets kemiske potentiale, når saltet tilsættes en vandig opløsning indeholdende proteinet [Arakawa og 
Timasheff, 1982]. Denne ændring er termodynamisk ufavorabel og destabiliserer systemet, hvilket kan medføre at 
proteinet aggregerer, som det er sket i disse forsøg.   
 
5.2 NaSCN 
Det er i dette studie vist, at NaSCN ved høje koncentrationer har en destabiliserende effekt på den irreversible 
denaturering af BHA ved 60 oC. Dette understøttes af DSC resultaterne, der viser at Tm sænkes i takt med, at 
koncentrationen af NaSCN stiger. 
Det interesante er, at NaSCN ved en koncentration på 0,5 M har vist sig ikke at være destabiliserende, men 
tværtimod stabiliserende, hvilket ses ved en k-værdi og halveringstid på henholdsvis 24,4·10-4 S-1 og 4,7 minutter, der 
matcher de værdier, der er fundet for glycerol ved samme koncentration. Her skal det dog nævnes, at når k plottes 
som funktion af koncentrationen, hænger skæringen med x-aksen ikke sammen med den k-værdi, der observeres for 
den irreversible denaturering af BHA uden tilstedeværelsen af solut. Dette kan forklares med, at NaSCN i 
modsætning til de andre undersøgte solutter kan virke både stabiliserende og destabiliserende, afhængig af 
koncentrationen. For alle de andre solutter er det tydeligt at deres effekt stiger som en funktion af koncentrationen, 
men dette synes ikke at gælde for NaSCN. Det er derfor sandsynligt, at NaSCN kan være en effektiv stabilisator ved 
lave koncentrationer og en destabilisator ved højerere koncentrationer. Dette fænomen, som ikke er fundet eller 
beskrevet ved tidligere reversible denatureringsforsøg, er en kraftig indikation af, at irreversibel denaturering 
involverer mekanismer udover dem, der kan beskrives ved preferentielle vekselvirkninger. 
  
Arakawa og Timasheff har ved reversible denaturerings forsøg kvantificeret den preferentielle interaktions parameter 
for KSCN, hvor de fandt, at den var meget lille og positiv i modsætning til den negative værdi, de havde bestemt for 
Na2SO4 [Arakawa og Timasheff, 1982]. Dette viser, at KSCN i langt større grad binder til proteinet end eksempelvis 
Na2SO4. Ud fra dette kan det foreslås, at den destabiliserende effekt fra KSCN og NaSCN skyldes uspecifik binding 
af deres ion specier til proteiner. Denne ionbinding vil medføre en stigning af proteinets net elektriske ladning og 
derved øge proteinets elektrostatiske frie energi. De deraf afledte elektrostatiske frastødnings krafter vil således 
mindske protein stabiliteten. Omvendt vil den selvsamme elektrostatiske frastødning modvirke protein assocciation 
og aggregering. Det vil sige, at ved, at introducere NaSCN til en vandig protein opløsning undergår systemets 
kemiske potentiale en negativ ændring, hvilket viser, at den termodynamiske effekt er favorabel og dermed øger 
protein opløseligheden. 
Det modsatte gør sig, som tidligere nævnt gældende for (NH4)2SO4. Betydningen af disse to solutters effekt på 
amylases opløselighed indikerer, at proteinaggregering muligvis spiller en vigtig rolle ved irreversibel denaturering af 
BHA, hvilket vil blive kommenteret yderligere i opsamlingen. 
 
5.3 Betain 
Det er i dette studie blevet vist, at varierende koncentrationer af sorbitol, glycerol og betain kan stabilisere den 
irreversible denaturering af BHA ved 60 oC. Det er fundet, at glycerol og sorbitol ud fra ITC og DSC 
termogrammer, har en væsentlig effekt på denatureringshastigheden, mens den observerede effekt af betain er 
mindre i øjenfaldende. Årsagen til denne forskel mellem effektiviteten af betain, sorbitol og glycerol kan 
sandsynligvis forklares udfra graden af methylering samt de nævnte solutters fysiske karakteristika. Det er 
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sandsynligt, at betain med sine tre methylgrupper kan have en større affinitet overfor ikke polære områder på 
proteinoverfladen. Det kan forventes, at en sådan forskel i den ikke-polære karakter vil kunne konkurrere med eller 
mindske den effekt, der opstår ved preferentiel hydrering. Methylgrupperne på betain gør det muligt at lave favorable 
interaktioner mellem betain og solvent eksponerede hydrofobe aminosyre sidekæder og derved forårsage et skift i 
ligevægten mellem det nativt foldede og det udfoldede protein henimod det udfoldede stadie [Arakawa og Timasheff, 
1983, Knapp et al, 1999]. Dette stemmer overens med forsøg foretaget af Santoro et al., hvor de målte, hvorledes 
solutter med forskellige grader af methylering påvirkede proteiners Tm værdi. De undersøgte proteiner var Rnase A 
og HEW (hen eggwhite) lysozym, og de fandt, at glycin baserede solutter med mere ikke-polær karakter modvirkede 
den preferentielle hydrerings effekt, hvilket resulterede i en mindre ∆Tm end glycin solutter med mindre eller ingen 
methylering [Santoro et al., 1992].  Det skal dog siges, at styrken af de to effekter varierer afhængig af de undersøgte 
proteiner. Ud fra dette kan det siges, at graden af stabilisering af et givet protein afhænger af balancen mellem to 
effekter: en, der involverer protein stabilisation, som skyldes den solut relaterede preferentielle hydrering, og en der 
involverer destabilisering forårsaget af de favorable interaktioner mellem proteinets solvent eksponerede hydrofobe 
aminosyre sidekæder og apolærer solutter. Styrken af den sidstnævnte effekt vil således afhænge af graden af 
methylerering på den pågældende solut. Det foreslås derfor, at den stabiliserende effekt, der opstår ved en stigende 
solut koncentration i form af en øget overfladespænding, bliver modvirket af de favorable interaktioner, der er 
mellem betain’s tre methylgrupper og ikke-polære områder på amylase. Dette kan være årsagen til den relativt lille 
stabiliserende effekt som observeres for betain i dette studie.  
 
5.4 Sorbitol og glycerol  
Af de undersøgte osmolytter har sorbitol og glycerol vist sig at have den størst stabiliserende effekt på den 
irreversible denaturering af BHA ved 60 oC. Det fundne k værdier viser, at sorbitol er en anelse mere effektiv end 
glycerol, hvilket også ses i form af en Tm værdi på henholdsvis 99 og 97 oC for sorbitol og glycerol. Denne 
rangorden er ligeledes fundet ved forsøg foretaget under ligevægtsforhold, hvor det er fundet at sorbitol yder den 
største beskyttelse, hvilket skyldes dets evne til at øge Tm samt dets evne til at forhindre deaminering af proteinets 
aminosyre sidekæder [Back et al., 1979; Khajeh og Nemat-Gorgani, 2001].  
 
Forsøg foretaget ved ligevægt har vist at glycerol og sorbitol, i lighed med betain og SO4- samt andre stabiliserende 
osmolytter, er preferentielt ekskluderet fra protein overfladen, hvilket udtrykkes ved negative værdier for 
 [Gekko og Timasheff, 1981 A+B; Arakawa og Timasheff, 1982 og 1984; Arakawa et al., 1990; 
Santoro et al., 1992; Arakawa; Xie og Timasheff, 1997]. I vandige proteinopløsninger indholdende osmolytter, er det, 
som nævnt, ofte en øget overfladespænding, der resulterer i en preferentiel hydrering af proteinet. Da glycerol faktisk 
mindsker overfladespændingen en anelse, må der for denne osmolyt være andre faktorer, som spiller en rolle i 
glycerol medieret proteinstabilisering. En af disse faktorer kan være dannelsen af vand-glycerol strukturer omkring 
protein molekylerne [Gekko og Timasheff, 1981 A+B]. Glycerol er kendt for sin evne til at frastøde ikke-polære 
substanser, og da glycerol interagerer favorabelt med vand, og derved forstærker solventstrukturen, vil dets 
tilstedeværelse i en vandig proteinopløsning kunne øge proteinets hydrofobisitet. Derved vil ikke-polære områder på 
proteinoverfladen reagere mere ufavorabelt med solventet [Gekko og Timasheff, 1981 A+B]. 
( ) 31,23 / µµTmm ∂∂
 
Ligesom glycerol, forventes sorbitolmolekylerne, da de er hydrofile solutter, at have en affinitet overfor polære 
områder på proteinoverfladen.  Da disse sorbitol-protein interaktioner er svagere end vand-protein interaktioner, vil 
disse interaktioner fremme den preferentielle hydrering. Den tilbageværende del af proteinoverfladen er ikke-polær 
og befolket af atomer, der ikke er i stand til at lave hydrogenbindinger, hvilket betyder, at sorbitol molekylerne 
udelukkes fra disse områder, da sorbitol ligesom glycerol er solvofobisk [Xie og Timasheff 1997 A+B]. Ydermere vil 
det steriske eksklusions princip medføre, at den mindste afstand mellem sorbitolmolekylerne og proteinet, vil være 
større en afstanden mellem vandmolekylerne og proteinet. Som et resultat af dette vil den volumefraktion, som 
sorbitol optager nær protein overfladen være mindre end den, der findes i resten af opløsningen. Ud fra disse 
observationer må det antages, at den preferentielle hydrering af proteiner i vandige sorbitol eller glycerol opløsninger 
skal ses som en balance mellem en række svage interaktioner. 
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Denaturering og udfoldning involverer en stigning i kontakten mellem proteinet og solventet, og specielt vil 
mængden af hydrofobe aminosyrer, der er i kontakt med solventet, stige. Ved tilstedeværelsen af glycerol eller 
sorbitol, vil dette medføre en større preferentiel hydrering og derved yderligere øge den termodynamisk ufavorable 
situation, og proteinet vil gå mod den nativt foldede konformation [Sinanoglu og Abdulnur, 1965; Gekko og 
Timasheff, 1981 A+B; Xie og Timasheff 1997 A+B ]. Den lille forskel, der er målt i sorbitol og glycerols 
stabiliserende effekt på den irreversible denaturering af BHA, kan forklares ud fra disse overvejelser, idet sorbitol 
med sit større antal af hydroxylgrupper må forventes at kunne indgå stærkere interaktioner med vandmolekylerne 
end glycerol. Dette medfører en stærkere solvent struktur og en større preferentiel hydrering. Derudover er det også 
sandsynligt, at sorbitolmolekylerne, der er mere end dobbelt så store som glycerolmolekylerne, udfra det steriske 
eksklusions princip vil øge den preferentielle hydrering af amylase i forhold til glycerol.  
5.5 Urea 
Xiu og Timasheff har ved ligevægtsforsøg fundet, at ureas destabiliserende effekt er uafhængig af pH og afhænger 
lineært af koncentrationen [Xie og Timasheff, 2003], hvilket dette studie har vist også gælder, når amylase undergår 
irreversibel denaturering. I data sektionen og appendiks II ses tydeligt en lineær korrelation mellem 
denatureringstiden k og ureakoncentrationen.  
 
Urea er en denaturant, der har været kendt i op mod et århundrede. Det er tidligere blevet vist af Kauzmann og 
kollegaer, at mekanismen bag denaturering af proteiner indbefatter bindingen af et stort antal af ureamolekyler til 
proteinet, hvor en udskiftning af interpeptid hydrogenbindinger med urea-peptidbindinger spiller en stor rolle [Wang 
og Bolen, 1997; Xie og Timasheff, 2003]. Ligeledes er det ved ”overførsels fri energi” forsøg vist, at aromatiske 
aminosyre sidekæder også er potentielle steder, hvor urea kan binde [Xie og Timasheff, 2003]. Processen består af tre 
hypotetiske skridt; I det første skridt udfolder proteinet, og regioner, der i den native struktur var begravet inde i 
proteinet, kommer i kontakt med solventet. I det andet skridt bliver denne nye overflade hydreret, og i det tredje 
skridt bliver enkelte vandmolekyler erstattet med urea molekyler. Kvantitativt er dette bestemt ved at overførslen af 
denatureret lysozym fra urea til vand, er forbundet med ændringer i enthalpien og entropien, der bliver stadigt mere 
negative i takt med, at urea koncentrationen stiger. Overførsel af det native protein fra vand til urea udviser 
betydeligt svagere negative ændringer i enthalpien og næsten ingen ændring i entropien [Xie og Timasheff, 2003]. På 
molekylært plan betyder dette, at proteinet foretrækker at være i en ikke-termodynamisk neutral kontakt med urea, 
snarere end med vand og denne effekt stiger når proteinet udfoldes under denatureringen.  
 
Det ses udfra halveringstiderne for den irreversible inaktivering af amylase under tilstedeværelsen af urea, at denne 
solut er destabiliserende ved alle målte koncentrationer. Sammenlignes ureas destabiliserende effekt med NaSCN, ses 
det at NaSCN ved 1,0 og 1,5 M er mere destabiliserende end urea. Idet begge disse solutter hæmmer protein 
aggregering, kan en mulig årsag være den relative forskel, i størrelsen af disse solutter. SCN- kan med sin stærke 
anion og mindre størrelse overfor det noget mere rumlige ureamolekyle (se appendiks I) givetvis binde til flere steder 
på amylase og vil derfor ved høje koncentrationer være en mere effektiv denaturent end urea. 
 
5.6 Opsamling 
Stabiliseringen af amylase under irreversibel denaturering indbefatter tilsynedeladende en fin balance mellem en 
række veletablerede preferentielle vekselvirkninger og proteinaggregering. Der opstår derfor et paradox, idet de 
solutter, der virker stabiliserende udfra mekanismer, der kan beskrives ved preferentielle vekselvirkninger, fremmer 
proteinaggregering, mens solutter der virker destabiliserende omvendt hæmmer proteinaggregering. Det forudsættes 
således for den videre diskussion, at aggregeringen er af afgørende betydning for den irreversible del af 
denatureringsprocessen:  
IDN
kk
k
31
2
→↔  
 
Betydningen af aggregering for den irreversible denaturering af BHA ses tydeligst ved tilsættelse af solutterne 
NaSCN og (NH4)2SO4. Ved tilstedeværelsen af (NH4)2SO4 påvirkes både første og andet led af processen af den 
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preferentielle hydrering, der opstår ved tilsættelse af denne solut. Inden tilsættelse af EDTA vil dens tilstedeværelse 
favorisere proteinets native konformation i processens første led og Tm øges. Dette skyldes de preferentielle 
vekselvirkninger, som tidligere beskrevet. 
 
Ved tilsættelse af EDTA sænkes Tm for BHA i en sådan grad at tilstedeværelsen af (NH4)2SO4 ikke kan forhindre, at 
proteinet ved 60 oC begynder at denaturere. Nu får effekten af den preferentielle hydrering afgørende betydning for 
processens videre forløb, idet den medfører, at det denaturerede protein omgående aggregerer og derved bliver 
irreversibelt inaktiveret. Da ITC resultaterne tydeligt viser, at den irreversible denatureringsproces forløber væsentlig 
hurtigere ved tilsættelse af (NH4)2SO4, kan det således konkluderes at det er soluttens ”salting out” effekt på det 
sidste led, der dominerer processen. Dette er interesant, idet det udfra reversible denaturerings forsøg er almen 
viden, at (NH4)2SO4 er en stabiliserende solut, mens det her er vist, at selvsamme solut virker destabiliserende under 
irreversibel denaturering. 
Med NaSCN er det nøjagtig samme forhold, der bestemmer resultatet af den irreversible denaturering, blot med 
modsat fortegn. NaSCN fremmer ved preferentiel binding til BHA den denaturerede konformation i processens 
første led, men modvirker ved selvsamme protein-solut interaktioner, at BHA aggregerer i processens andet led. Der 
er en fin balance mellem hvilke af disse effekter, der er dominerende, hvilket elegant kan beskrives ud fra de opnåede 
ITC resultater. Resultaterne viser, at det er muligt at hæmme den irreversible denaturering af BHA ved lave NaSCN 
koncentrationer, mens højere koncentrationer fremmer processen.  
Tilstedeværelsen af NaSCN skubber balancen i første led henimod den denaturerede form, men ved lave 
koncentrationer er denne effekt svagere end den ”salting in” effekt, der samtidigt påvirker processens andet led og 
forhindrer BHA monomerene i at aggregere. På den måde opnås ITC data, der viser, at tilstedeværelsen af NaSCN 
kan hæmme den irreversible denaturering af BHA, også selvom dets Tm sænkes, som det ses på termogrammet i 
figur 9B. Øges koncentrationen af NaSCN vil soluttens påvirkning af processens første led på et tidspunkt blive 
stærkere end processens andet led, og NaSCN vil ved denne koncentration og opefter fremme den irreversible 
denaturering af BHA.  
 
For de resterende solutter; sorbitol, glycerol, betain og urea er der større overenstemmelse med de resultater, som er 
fundet ved en lang række reversible denatureringsforsøg. Dette kan forklares med, at de preferentielle 
vekselvirkninger, der påvirker det første led af den irreversible denaturerings proces, samlet set dominerer over den 
effekt, som solutterne har på aggregeringen i processens andet led. 
 
Effekten, som de undersøgte solutter udøver under den irreversible denaturering af BHA, kan således simplificeres 
til to overordnede mekanismer, der forskyder den reversible og den irreversible del af den samlede irreversible 
denaturerings proces i hver sin retning. Hvilken af disse effekter, der vil dominere, kan umiddelbart ikke siges på 
forhånd. Eksempelvis må det konkluderes, at solutter, der udfra den etablerede Hoffmeister serie er destabiliserende, 
ikke nødvendigvis udøver en samlet negativ effekt ved irreversibel denaturering af proteiner.  
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6. KONKLUSION 
 
Det er i dette studie blevet vist, at det ved hjælp af ITC er muligt at undersøge, hvorledes en række organiske og 
uorganiske solutter påvirker den termisk inducerede irreversible denaturering af BHA ved 60 oC. Hermed bidrages 
med viden til et område, der hidtil kun er undersøgt i meget begrænset omfang, men som samtidig spiller en meget 
vigtig rolle i bioteknologi industrien, hvor proteinstabilitet er af afgørende betydning. 
Ud fra de undersøgte solutters evne til at stabilisere kan følgende orden opstilles; sorbitol > glycerol > betain. Urea, 
der er en kendt denaturent, var destabiliserende i hele det undersøgte koncentrationsområde. Det var ikke muligt at 
finde nogen stabiliserende effekt hos (NH4)2SO4, som ellers hører til en af de mest stabiliserende solutter ved 
reversible protein denatureringsforsøg. Derimod sås for den destabiliserende solut NaSCN en tydelig stabiliserende 
effekt ved 0,5 M, hvilket indikerer, at denne solut er stabiliserende i mindre koncentrationer og ved den optimale 
koncentration kan være den mest stabiliserende af de undersøgte solutter.  
Resultaterne for (NH4)2SO4 og NaSCN viser at veletablerede mekanismer for reversibel protein denaturering ikke 
alene kan gøre rede for den irreversible denaturering af BHA og belyser samtidigt, at proteinaggregering er en vigtig 
faktor ved irreversibel protein denaturering.  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 23
7. LITTERATURLISTE 
 
 
• Arakawa, T., Bhat, R.., Timasheff, S. N (A). Preferential interactions determine protein solubility in three-
component solutions: the MgCl2 system. Biochemistry. 1990 Feb 20;29(7):1914-23. 
 
• Arakawa, T., Bhat, R..,Timasheff, S. N (B). Why preferential hydration does not always stabilize the native 
structure of globular proteins. Biochemistry. 1990 Feb 20;29(7):1924-31. 
 
• Arakawa, T., Timasheff, S. N. Mechanism of protein salting in and salting out by divalent cation salts: 
balance between hydration and salt binding. Biochemistry. 1984 Dec 4;23(25):5912-23. 
 
• Arakawa, T., Timasheff, S. N.Preferential interactions of proteins with solvent components in aqueous 
amino acid solutions. Arch Biochem Biophys. 1983 Jul 1;224(1):169-77. 
 
• Arakawa, T., Timasheff, S. N (A). Preferential interactions of proteins with salts in concentrated solutions. 
Biochemistry. 1982 Dec 7;21(25):6545-52. 
 
• Arakawa, T., Timasheff, S. N. (B) Stabilization of protein structure by sugars. Biochemistry. 1982 Dec 
7;21(25):6536-44. 
 
• Back, J. F., Oakenfull, D., Smith, M. B. Increased thermal stability of proteins in the presence of sugars and 
polyols. Biochemistry. 1979 Nov 13;18(23):5191-6. 
 
• Bisgaard-Frantzen, H., A. Svendsen, B. Norman, S. Pedersen, S. Kjærulff, H. Outtrup, and T. V. Borchert. 
1999. Development of industrially important -amylases. J. Appl. Glycosci. 46:199-206. 
 
• Bolen, D. W. Effects of naturally occurring osmolytes on protein stability and solubility: issues important in 
protein crystallization. Methods. 2004 Nov;34(3):312-22. 
 
• Bolen, D. W., Baskakov, I. V. The osmophobic effect: natural selection of a thermodynamic force in protein 
folding. J Mol Biol. 2001 Jul 27;310(5):955-63. Review. 
 
• Declerck, N.; Machius, M.; Joyet, P.; Wiegand, G.; Huber, R.; Gaillardin, C. Engineering the thermostability 
of Bacillus licheniformis alpha-amylase. Biologia 57 (Suppl. 11), 203-211 (2002). 
 
• Faria, T. Q., Knapp, S., Ladenstein, R.., Macanita, A. L., Santos, H. Protein stabilisation by compatible 
solutes: effect of mannosylglycerate on unfolding thermodynamics and activity of ribonuclease A. 
Chembiochem. 2003 Aug 4;4(8):734-41. 
 
• Fitter, J., Haber-Pohlmeier, S. Structural stability and unfolding properties of thermostable bacterial alpha-
amylases: a comparative study of homologous enzymes. Biochemistry. 2004 Aug 3;43(30):9589-99. 
 
• Foord, R. L., Leatherbarrow, R.. J. Effect of osmolytes on the exchange rates of backbone amide protons in 
proteins. Biochemistry. 1998 Mar 3;37(9):2969-78. 
 
• Gekko, K., Timasheff, S. N (A). Mechanism of protein stabilization by glycerol: preferential hydration in 
glycerol-water mixtures. Biochemistry. 1981 Aug 4;20(16):4667-76. 
 
 24
• Gekko, K., Timasheff, S. N (B). Thermodynamic and kinetic examination of protein stabilization by 
glycerol. Biochemistry. 1981 Aug 4;20(16):4677-86. 
 
• Gilles, R. "Compensatory" organic osmolytes in high osmolarity and dehydration stresses: history and 
perspectives. Comp Biochem Physiol A Physiol. 1997 Jul;117(3):279-90. 
 
• Kaushik, J. K., Bhat, R. Why is trehalose an exceptional protein stabilizer? An analysis of the thermal 
stability of proteins in the presence of the compatible osmolyte trehalose. J Biol Chem. 2003 Jul 
18;278(29):26458-65. Epub 2003 Apr 17. 
 
• Khajeh K., Nemat-Gorgani M. Comparative studies on a mesophilic and a thermophilic alpha-amylase. Appl 
Biochem Biotechnol. 2001 Jan;90(1):47-55. 
 
• Khajeh, K., Ranjbar, B., Naderi-Manesh, H., Ebrahim Habibi, A., Nemat-Gorgani, M. Chemical 
modification of bacterial alpha-amylases: changes in tertiary structures and the effect of additional calcium. 
Biochim Biophys Acta. 2001 Aug 13;1548(2):229-37. 
 
• Kirk O., Borchert T. V., Fuglsang C. C. Industrial enzyme applications. Curr Opin Biotechnol. 2002 
Aug;13(4):345-51. Review. 
 
• Knapp, S., Ladenstein, R.., Galinski, E. A. Extrinsic protein stabilization by the naturally occurring 
osmolytes beta-hydroxyectoine and betain. Extremophiles. 1999 Aug;3(3):191-8. 
 
• Lee, R. E. Principles of insect low temperature tolerance. In: Insects at low temperature; Lee R. E. Jr. and 
Denlinger, D. L., Ed.; Chapman and Hall. New York, 1991 2:17-46 
 
• Lin TY, Timasheff SN. Why do some organisms use a urea-methylamine mixture as osmolyte? 
Thermodynamic compensation of urea and trimethylamine N-oxide interactions with protein. 
Biochemistry. 1994 Oct 25;33(42):12695-701. 
 
• Liu Y, Bolen DW. The peptide backbone plays a dominant role in protein stabilization by naturally 
occurring osmolytes. Biochemistry. 1995 Oct 3;34(39):12884-91. 
 
• Machius M., Declerck N., Huber R., Wiegand G. Activation of Bacillus licheniformis alpha-amylase through 
a disorder-->order transition of the substrate-binding site mediated by a calcium-sodium-calcium metal 
triad. Structure. 1998 Mar 15;6(3):281-92. 
 
• Machius M., Wiegand G., Huber R.. Crystal structure of calcium-depleted Bacillus licheniformis alpha-
amylase at 2.2 Å resolution. J Mol Biol. 1995 Mar 3;246(4):545-59. 
 
• Nielsen, A. D., Fuglsang, C. C., Westh, P (B). Effect of calcium ions on the irreversible denaturation of a 
recombinant Bacillus halmapalus alpha-amylase: a calorimetric investigation. Biochem J. 2003 Jul 15;373(Pt 
2):337-43. 
 
• Nielsen, A. D., Fuglsang, C. C., Westh, P (A). Isothermal titration calorimetric procedure to determine 
protein-metal ion binding parameters in the presence of excess metal ion or chelator. Anal Biochem. 2003 
Mar 15;314(2):227-34. 
 
 25
• Nielsen, A. D., Pusey, M. L., Fuglsang, C. C., Westh, P (C). A proposed mechanism for the thermal 
denaturation of a recombinant Bacillus halmapalus alpha-amylase--the effect of calcium ions. Biochim 
Biophys Acta. 2003 Nov 3;1652(1):52-63. 
 
• Santoro, M. M., Liu, Y., Khan, S. M., Hou, L. X., Bolen, D. W. Increased thermal stability of proteins in the 
presence of naturally occurring osmolytes. Biochemistry. 1992 Jun 16;31(23):5278-83. 
 
• Sinanoglu O., Abdulnur S. Effects of water and other solvents on the structure of biopolymers. Fed Proc. 
1965 Mar-Apr;24:S12-23. 
 
• Somero, G.N., P.H. Yancey (1997). Osmolytes and cell volume regulation: physiological and evolutionary 
principles. In: Handbook of cell Physiology, Cell physiology; Hoffman, J. F. and J.D. Jamieson (eds). Oxford 
University Press: New York, 1997; 14:441-484 
 
• Suvd D., Fujimoto Z., Takase K., Matsumura M., Mizuno H. Crystal structure of Bacillus 
stearothermophilus alpha-amylase: possible factors determining the thermostability. J Biochem (Tokyo). 
2001 Mar;129(3):461-8. 
 
• Timasheff, S. N., Xie, G. Preferential interactions of urea with lysozyme and their linkage to protein 
denaturation. Biophys Chem. 2003 Sep;105(2-3):421-48. 
 
• Tomazic, S. J., Klibanov, A. M (A). Mechanisms of irreversible thermal inactivation of Bacillus alpha-
amylases. J Biol Chem. 1988 Mar 5;263(7):3086-91. 
 
• Tomazic, S. J., Klibanov, A. M (B). Why is one Bacillus alpha-amylase more resistant against irreversible 
thermoinactivation than another? J Biol Chem. 1988 Mar 5;263(7):3092-6 
 
• Vallee B. L., Stein E. A., Sumerwell W. N., Fischer E. H. Metal content of alpha-amylases of various origins. 
J Biol Chem. 1959 Nov;234:2901-5. 
 
• Wang, A., Bolen, D. W. A naturally occurring protective system in urea-rich cells: mechanism of osmolyte 
protection of proteins against urea denaturation. Biochemistry. 1997 Jul 29;36(30):9101-8. 
 
• Westh P. Preferential interactions of water and osmolytes at the membrane interface. Recent Res. Devel. 
Biophys., 3(2004). 
 
• Xie, G., Timasheff, S. N (A). Mechanism of the stabilization of ribonuclease A by sorbitol: preferential 
hydration is greater for the denatured then for the native protein. Protein Sci. 1997 Jan;6(1):211-21. 
 
• Xie, G., Timasheff, S. N (B). Temperature dependence of the preferential interactions of ribonuclease A in 
aqueous co-solvent systems: thermodynamic analysis. Protein Sci. 1997 Jan;6(1):222-32. 
 
• Yancey, P. H., Clark, M. E., Hand, S. C., Bowlus, R. D., Somero, G. N. Living with water stress: evolution 
of osmolyte systems. Science. 1982 Sep 24;217(4566):1214-22 
 
 
 
 
 
 
 26
8. APPENDIKS I    
8.1 Struktur af undersøgte excipienter 
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8.2 Hoffmeister serien 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kationer: 
Anioner: 
Typiske intracellulære soluter der påvirker protein struktur/funktion 
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Figur 11: Hoffmeister serien; En inddeling af soluter der har en stabiliserende eller forstyrrende effekt på protein struktur [Modificeret 
efter Clark, 1985]. 
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9. APPENDIKS II – ITC DATA  
 
9.1 Glycerol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 12: ITC termogram der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. A, B og C viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,5; 1,0 og 1,5 M glycerol. 
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Figur 13: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 – 1,5 M glycerol. B) denatureringshastigheden k som funktion 
af glycerol koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne.  
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9.2 Betain 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 14: ITC termogram der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. A, B og C viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,5; 1,0 og 1,5 M betain. 
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Figur 15: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 – 1,5 M betain. B) denatureringshastigheden k som funktion af 
betain koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne.  
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9.3 Urea 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 16: ITC termogram der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. A, B og C viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,5; 1,0 og 1,5 M urea. 
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Figur 17: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 – 1,5 M urea. B) denatureringshastigheden k som funktion af 
urea koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne.  
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9.4 NaSCN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 18: ITC termogram der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. A, B og C viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,5; 1,0 og 1,5 M NaSCN. 
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Figur 19: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,5 – 1,5 M NaSCN. B) denatureringshastigheden k som 
funktion af NaSCN koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne.  
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9.5 (NH4)2SO4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 20: ITC termogram der viser denatureringen af BHA ved 60 oC i 20 mM HEPES, pH 8,0. A og B viser denatureringen af 
BHA ved tilstedeværelsen af henholdsvis 0,05; 0,1 M (NH4)2SO4. 
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Figur 21: A) Denatureringsforløbet af BHA ved tilstedeværelsen af 0,05 og 0,1 M (NH4)2SO4. B) denatureringshastigheden k som 
funktion af (NH4)2SO4 koncentrationen. Linien viser ved lineær regression det bedste fit til punkterne.  
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